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ABSTRAKT 
Tato práce se zabývala přípravou a charakterizací mikrobublinových suspenzí ze směsi 
fosfolipidů, kyseliny palmitové a ochranného polymeru polyethylenglykolu. Vlastnosti 
připravených systémů byly studovány pomocí metody bublinové tenziometrie a dynamického 
rozptylu světla a byly porovnávány s komerčně dostupným přípravkem SonoVue®. Suspenze 
byly připravovány za různých podmínek zahrnujících rozdílnou atmosféru či zvýšenou teplotu 
v určitých fázích přípravy a různé prostředí systému. Dále byl studován vliv samotného 
polyethylenglykolu i samotných fosfolipidů na povrchovou aktivitu připraveného systému.  
Povrchová aktivita samotných fosfolipidů se neprokázala. S rostoucí koncentrací i moleku-
lovou hmotností polyethylenglykolu v systému se povrchové napětí snižovalo. Vliv rozdílné 
atmosféry a zvýšené teploty během přípravy na povrchovou aktivitu systému nevykazoval 
žádný významný trend. Metoda dynamického rozptylu světla se ukázala jako nevyhovující 
kvůli výrazné polydisperzitě a fázové separaci systému. 
 
 
  
 
 
  
 
ABSTRACT 
This work deals with preparation of microbubble suspension from a mixture of phospholipids, 
palmitic acid and polyethylene glycol. Properties of prepared systems were studied using 
bubble tensiometry and dynamic light scattering method and were compared with commercial 
contrast agent SonoVue®. Suspensions were prepared in various conditions including 
different atmosphere and increased temperature in some steps of preparation and different 
solution. Effect of polyethylene glycol addition on surface activity of the system was studied.  
Surface activity of phospholipids was insignificant. Surface tension decreased with 
increasing concentration and molecular weight of polyethylene glycol in the system. Effect of 
different atmosphere and increased temperature showed no substantial trend.  It emerged that 
dynamic light scattering is not suitable for this type of samples because of high polydispersity 
and phase separation of the system.  
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1 ÚVOD 
V posledních desetiletích došlo k výraznému pokroku v rozvoji mikrobublin jako 
theranostických látek pro široké biomedicínské aplikace. Unikátní schopností mikrobublin je 
odpovídat na ultrazvuk. Tím se stávají užitečným nástrojem pro kontrastní ultrazvukové 
zobrazování, molekulární zobrazování a cílené dodávání léků a genů. Každý typ mikrobublin 
má své vlastní výhody a může být přizpůsoben pro specializované funkce [1]. 
 Průměr mikrobublin je přibližně roven velikosti červených krvinek, tj. méně než 10 µm 
v průměru a umožňuje zobrazit podobnou reologii ve vlásečnicích a kapilárách v těle. 
Plynové jádro zabírá většinu objemu mikrobublin a poskytuje zpětný rozptyl pro ultrazvuk. 
Obal mikrobublin je tvořen buď z povrchově aktivních látek, lipidů, polymerů, proteinů nebo 
kombinací těchto materiálů. Hlavní funkcí obalu je stabilizovat plynové jádro a pojmout 
molekulu dodávaného léčiva [1]. 
 Pod vystavením ultrazvuku zobrazují mikrobubliny aktuální stav vnitřního prostředí. 
Rozsah chování mikrobublin v tomto prostředí nezáleží pouze na parametrech ultrazvuku, ale 
také na velikosti mikrobublin a fyzikálně-chemických vlastnostech. Mezi jemné vlivy se řadí 
akustický zpětný rozptyl užívaný pro diagnostické zobrazení a mezi násilné vlivy patří 
například vnitřní kavitace, která může být využita při cíleném podávání léčiv [1]. 
 Aby se daly vyvinout nové a lepší strategie pro dodávání léčiv s užitím ultrazvuku, je velice 
důležité porozumět základním mechanismům, jako jsou například fyzikální interakce 
vyvolané ultrazvukem. Dále je důležité stanovit, které bioefekty nastanou jako odpověď 
na fyzikální mechanismus. Bylo navrženo několik typů nosičů léčiv, jež jsou vhodné pro užití 
v kombinaci s ultrazvukem. Těmito nosiči jsou liposomy, micely a mikrobubliny. Každý 
z nich má jinou charakteristiku a i s ultrazvukem a tkání interagují rozdílným způsobem. 
Micely mohou být plněny hydrofobním léčivem uloženým v hydrofobním jádře. Velikost 
micel pro dodávání léčiv je 5–30 nm a z tohoto důvodu jsou méně používané pro ultrazvuk. 
Liposomy mohou být plněny hydrofilními (jádro liposomu) i hydrofobními (mezi 
dvojvrstvou) léčivy. Protože liposomální dvojvrstva je velikosti 100–200 nm, musí být na ně 
na vnější vrstvu naroubován polyethylenglykol, jenž je chrání proti odstranění z krevního 
oběhu. Jak micely, tak liposomy nejsou plněné plynem, a proto nepodléhají kavitaci. 
Ve většině případů je obal mikrobublin složen z albuminu nebo lipidů. Materiál obalu 
rozhoduje, zdali jsou dané mikrobubliny rozpoznány imunitním systémem či nikoli. 
V případě hrozícího rozpoznání se na jejich povrch může navázat polyethylenglykol, 
přičemž léčivo se na ně nebo do nich váže mnoha způsoby [2]. 
 Pro vývoj nových kontrastních látek či nosičů léčiv založených na mikrobublinách je nutné 
definovat proces tvorby mikrobublin. Produkce mikrobublin může být ovlivněna mnoha 
faktory. Cílem této práce bylo studium povrchového napětí různých složek mikrobublin. 
Povrchové napětí bylo porovnáváno pro komerční přípravek SonoVue® a vytvořeného 
vlastního systému. Vlastní systém byl vytvořen pomocí vhodně zvolených metod ze směsi 
fosfolipidů, kosurfaktantu a ochranného polymeru.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST  
2.1 Theranostické systémy 
Technologie v medicíně rozdělujeme na diagnostické a terapeutické. Diagnostické technolo-
gie pomáhají objasnit příčinu zdravotního problému a terapeutické se snaží zdravotní problém 
léčit. Kombinací diagnostických a terapeutických technologií získáme theranostické systémy, 
jenž umožňují doručit léčivo na určené místo v těle pacienta a zároveň sledovat jeho účinnost 
u individuálního pacienta. Výsledkem theranostiky by měla být schopnost přizpůsobit dávku 
léčiva, případně jeho typ pro každého pacienta, ještě před zahájením léčby [3]. 
 Pro theranostické účely mohou být využity mikrobubliny, které se hojně využívají 
v diagnostice pro svou excelentní citlivost a specifitu na ultrazvuk. Molekulární zobrazení 
může být realizováno navázáním protilátek, peptidů a dalších cílených skupin 
na mikrobublinový povrch. Kromě toho mohou být mikrobubliny využity v navázání léčiv 
a genů a jejich snadnější dodávání přes biologické bariéry. V roce 1970 Truebestein jako 
první demonstroval, že ultrazvuk o vysoké frekvenci je schopen rozpouštět tromby, což jsou 
sraženiny krve [4]. 
 V trombóze hrají stěžejní roli krevní destičky. K jejich povrchu se vztahuje nejběžnější 
receptor glykoproteinový (GP) IIb/IIa komplex také známý jako integrin αIIbβ3 
(CD41/CD61), který je hlavní fibrinogen/fibrin receptor zprostředkovávající srážení krevních 
destiček. Když jsou krevní destičky aktivovány, tak GPIIb/IIa podléhá konformační změně 
ze stavu nízké afinity na vysokou afinitu, umožňující vázání fibrinogenu, který vede 
ke srážení destiček a tím ke vzniku trombu. Tento rys dělá z GPIIb/IIa ideální cíl, jak 
pro molekulární zobrazení trombózy, tak pro podávání trombolytických léčiv. Pro tento účel 
mohou být využity cílené mikrobubliny s navázanou protilátkou, jenž se navážou 
na aktivovaný GPIIb/IIa receptory na aktivovaných krevních destičkách. Tím zlepší reálný 
čas zobrazení trombózy stejně jako monitorování úspěchu nebo selhání trombolýzy [5].  
 Zajímavé možnosti pro theranostické techniky přináší zjištění, že při nízké amplitudě 
akustického tlaku (0,1–0,5 MPa) může buněčná membrána dočasně přerušit strukturu 
s minimální cytotoxicitou. To umožňuje porozumění biofyzikálním mechanismům 
zapříčiněným sonoporací v reálném čase vizualizace přechodných interakcí mezi lineárně 
oscilujícími mikrobublinami a buněčnou membránou. Příkladem může být využití 
SonazoiduTM, který je echo-kontrastní lipidově stabilizovaná suspenze perfluorobutanových 
mikrobublin, díky němuž se dá zobrazit elastická odpověď buněčné membrány na ultrazvuk 
s přítomností mikrobublin, jenž způsobí přechodnou sono-propustnost buněčné membrány. 
Elastická odpověď buněčné membrány je v tomto případě realizována přechodným 
výčnělkem membrány (Obr. 1). Podobných výsledků studie očekává i u podobných typů 
kontrastních mikrobublin s fosfolipidovým obalem (SonoVue®, Definity®) [6]. 
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Obr. 1: Schématický diagram mechanismu sonoporace s nízkou amplitudou ultrazvuku (<0,15 MPa). 
a) Buněčná membrána před interakcí. b) Přetížená lipidová dvojvrstva s submikro/nano pory (červené 
šipky) a poškození základního buněčného kortexu během mikroproudění smykového napětí tahání 
membrány [6]. 
 Pro pokročilou theranostiku neboli nanotheranostiku je rozvoj a aplikace nanomedi-
cínských strategií. Slouží pro theranostiku s menšími vedlejšími účinky a pro trvalé, 
kontrolované a cílené podávání diagnostických a terapeutických činidel do cíleného místa 
diagnózy a léčby nemocí na buněčné a molekulární úrovni. Do této kategorie se řadí 
polymerní konjugace, dendrimery, micely, liposomy, kovové a anorganické nanočástice, 
uhlíkové nanotrubky a nanočástice biodegradabilních polymerů (Obr. 2). Nanotheranostika 
mohou podporovat podnět-odezva uvolnění, synergickou a kombinační terapii, siRNA 
spoludodávání, multimodální terapie, ústní podávání, dodávání přes hematoencefalitickou 
bariéru. Pro theranostickou medicínu jsou potřeba koloidní částice velikostí od 10 
do 1 000 nm a skládají se z makromolekulárních materiálů/polymerů, ve kterých jsou 
diagnostická a terapeutická činidla adsorbovány, konjugovány, zachyceny a zapouzdřeny. 
Hydrofilní povrch je modifikován nejčastěji polyethylenglykolem a vitamínem E pro lepší 
theranostické aplikace [7]. 
 
Obr. 2: Schématický diagram theranostik: A) polymer-léčivo konjugát, B) polymerní nanočástice, C) 
pevné kapalné nanočástice, D) dendrimer, E) liposom, F) micela, G) zlatá nanočástice a H) uhlíková 
nanotrubka [7] 
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2.2 Mikrobubliny 
První použití kontrastních látek bylo roku 1968 vědci Gramiakem a Shahem. Kontrastní látky 
se skládaly z mikrobublin a byly využity v echokardiografii. Od té doby měly mikrobubliny 
rychlý rozvoj.  Mikrobubliny jsou obecně malé plynem plněné koloidní mikrokuličky 
rozměrů přibližně 1–8 µm, které mají specifické akustické vlastnosti. Jejich struktura zahrnuje 
plynové jádro, které se balí do více nebo méně flexibilního obalu z proteinů, lipidů nebo 
polymerů (Obr. 3) [8, 9]. 
 
Obr. 3: Struktura typických mikrobublin s rozdílným složením obalu [1] 
Mezi významné mikrobubliny patří mikrobubliny s fosfolipidovým obalem. Je známa celá 
škála fosfolipidů s různou délkou hydrofobního řetězce. Se zvyšujícím se počtem uhlíkových 
atomů dochází ke snižování povrchového napětí a zároveň stoupá odolnost plynu proti 
pronikání. Na druhé straně, čím delší bude uhlíkový řetězec, tím se zvýší viskozita, která vede 
k více robustním a méně echogenním mikrobublinám. Ve vodném prostředí prezentuje 
fosfolipidový obal mikrobublin flexibilní tenkou monovrstvu filmu. Hydrofobní ocasy 
směřují do plynového jádra a hlava přichází do kontaktu s prostředím. Stabilita jednovrstvého 
obalu je poskytována kondenzovanou strukturou ocasů nasycených mastných kyselin. 
Přítomnost fosfolipidů s ocasy nenasycených mastných kyselin destabilizuje obal. Sterickou 
stabilitu obalu můžou zlepšit přidané pomocné látky jako je polyethylenglykol a také mohou 
zpozdit eliminaci v krvi. Bylo vytvořeno několik generací mikrobublin mezi něž patří 
i SonoVue®. Některé zdroje ho řadí do druhé generace, jiné do třetí. Další významné 
mikrobubliny, jenž patří do různých úrovní vývoje, jsou Echovist®, Levovist®, Albunex®, 
Optison®, Definity®, SonazoidTM a další [8]. 
 Chování mikrobublin v ultrazvukovém vlnění vychází z vysoké stlačitelnosti plynu 
mikrobublin. Plyn v mikrobublinách je obsažen v jádře a většinou se jedná o vysoko-
molekulární plyn, jenž je málo rozpustný. Díky své vysoké molekulové hmotnosti má 
prodloužené setrvání v oběhu, protože se vykazuje pomalou difuzi přes buněčnou membránu. 
Mikrobubliny střídavě expandují a kontrahují při srážce s ultrazvukovou vlnou. Tato vlna 
vykazuje střídavě vyšší a nižší frekvence. Tkáň je oproti mikrobublinám prakticky 
nestlačitelná. Stlačení je limitováno (plynná náplň), ale zvětšení je extrémní – poloměr 
bubliny se zvětší až o několik stovek procent. Výsledkem je nelineární oscilace bublin, která 
zvyšuje intenzitu a počet odrazů, v důsledku rezonance mikrobublin s dopadajícím 
ultrazvukovým vlněním. Dnes se používají převážně takové techniky, které mikrobubliny 
nezničí [10, 11]. Při technikách u nichž dochází k destrukci mikrobublin se využívá například 
jevu kavitace. V tělesných tkáních nebo krvi uvádí kavitace tekutinu do pohybu a vytváří 
malé rázové vlny, které vyvolávají mikroproudění podél endotheliálních buněk. Destrukce 
mikrobublin může zapříčinit mikroproudění o vysoké energii nebo mikrotryskání, které bude 
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zapříčiňovat smykové napětí na membráně endotheliálních buněk a díky tomu zvýší 
membrána permeabilitu (Obr. 4). Zvýšení propustnosti membrány je pravděpodobně 
z důvodu vytvoření přechodných děr [9]. 
 
Obr. 4: Mikrobublina vystavená ultrazvuku: A) Mikrobublina před ultrazvukem, B) Expanze 
mikrobubliny po nárazu ultrazvukového pulzu, C) Mikrobublina byla zničena, D) Veškerý zbytek plynu 
rozpuštěn ve vodě, E) Šířka mikrobubliny v čase [12] 
 Pasivním nebo aktivním cílením mikrobublin může být dosaženo tkání a specifických 
buněk. Pasivní cílení využívá vnitřních vlastností mikrobublinového obalu ke zvýšení afinity 
pro konkrétní typ buňky nebo tkáně. Aktivní cílení se vztahuje ke kovalentnímu nebo 
nekovalentnímu připevnění specifické cílené skupiny k mikrobublinovému obalu 
pro umožnění navázání specifických receptorů. Příkladem cílené skupiny je vázání antigen-
protilátka a ligand-receptor (Obr. 5). Toto připevnění může být dosaženo v jednokrokovém 
procesu, ve kterém jsou cílené skupiny začleněny již během syntézy mikrobublin. Výhodou 
těchto dvou cílení je, že jsou mikrobubliny obvykle podávány při nízkých dávkách a výskyt 
vedlejších vlivů je obecně mnohem menší než u kontrastních činidel pro CT a MRI. Kromě 
aktivního a pasivního cílení existuje ještě fyzikální cílení, jež využívá externího spouštění 
uvolnění léčiva. Příkladem externího spouštění může být ultrazvuk nebo magnetické pole. 
V minulosti využívala většina výzkumů aktivního cílení léčiv do požadované oblasti, přičemž 
v posledních desetiletích začíná růst využití pasivního a fyzikálního cílení léčiv [2, 4]. 
 
Obr. 5: Cílená mikrobublina spojená s cílenou buňkou pomocí ligandu a receptoru [9] 
 V současné době se ukazuje, že mikrobubliny v kombinaci s ultrazvukem jsou schopné nést 
léčiva a geny a dodávat je do tkání. Mikrobubliny jsou metabolicky inertní a nevyvolávají 
imunitní odpověď hostitele na rozdíl od samostatných DNA injektovaných intravaskulárně. 
Geny, které jsou vázány na mikrobubliny, mohou být neseny k tkáni bez odstranění. 
Mikrobubliny mohou být cíleny pomocí vhodných receptorů k leukocytům a krevním 
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sraženinám [9]. Molekuly léčiva mohou být spojeny s mikrobublinovým obalem 
prostřednictvím elektrostatických nebo hydrofobních interakcí, Van der Waalsovými silami 
nebo pouhým fyzikálním zapouzdřením. Například hydrofilní makromolekuly jako DNA 
a RNA mohou být přímo spojeny nábojem k vnějšímu mikrobublinovému povrchu, zatímco 
amfifilní molekuly mohou procházet do monovrstvy. Větší hydrofobní molekuly jako 
paclitaxel mohou být zahrnuty v tlusté olejové vrstvě za vzniku akusticky aktivních lipokoulí. 
Molekuly léčiva mohou být zapouzdřeny v obalu biodegradabilního polymeru. Na druhou 
stranu se musí vzít na vědomí, že léčivem plněné mikrobubliny jsou omezeny, protože účinná 
kapacita nesení je limitována obalem. Ten zahrnuje pouze malou část mikrobublinového 
objemu. Z tohoto důvodu léčivem plněné mikrobubliny mají být vyvinuty k dodávání velice 
silných terapeutik, jako jsou oligo- a polynukleotidy pro genovou terapii, která může účinně 
jednat v mikrogramovém rozsahu [8]. 
2.3 Kontrastní látky 
Ultrazvukové kontrastní látky byly vyvinuty k maximalizování kontrastního odrazu 
pro ultrazvukové zobrazení. Účelem bylo jasněji vidět orgány. Pro použití kontrastní látky 
v ultrasonografii je nutné, aby kontrastní látky byly dobře zobrazitelné, nerozpouštěly se 
v krvi a aby byly schopné zobrazit i levostranné krevní řečiště (plicní). Dobře zobrazitelné 
znamená, že musí být výkonným akustickým reflektorem, přestože musejí být malé, obvykle 
kolem 1–10 µm. Proti rozpouštění v krvi jsou kontrastní látky (bubliny) stabilizovány obalem 
(membránou), který jim zaručuje tlakovou odolnost. Pro zobrazení plicního řečiště, musejí 
nejprve kontrastní látky projít plicními kapilárami a z tohoto důvodu nesmí být jejich velikost 
větší jak 7–10 µm [11]. Nyní je pro klinické užití dostupné pět komerčních ultrazvukových 
kontrastních látek v Evropě a více než 20 na světě jich má potenciál a jsou testovány [13].  
 V současné době se vyvíjejí kontrastní látky pro cílené dodávání léčiv, dodávání léčiv skrz 
hematoencefalitickou bariéru a pro ultrazvukové zaměření vysoké intenzity. Nelineární 
odpověď kontrastních látek v ultrazvukovém poli může zapříčinit lokalizované mikroproudění 
nebo tryskové proudění doprovázené kavitací, které umožňují změny v propustnosti kůže, 
membránových buněk a hematoencefalitické bariéry bez významného poškození normální 
tkáně. Tento efekt může umožnit dodávání léčiva do lokalizované oblasti [13]. 
2.3.1 SonoVue® 
SonoVue® je kontrastní látka druhé generace schválená pro použití v České republice 
a celosvětově je schválena v 36 zemích na celém světě. Řadí se do skupiny „blood-pool“ 
kontrastních látek, kdy mikrobubliny nepřecházejí endoteliální bariéru a nepronikají 
do interstitia. Také neovlivňují krevní tok a chovají se obdobně jako červené krvinky. Díky 
fosfolipidovému obalu, který mikrobubliny stabilizuje, je SonoVue® schopno přežít až 
10 minut v krevním řečišti. Dále SonoVue® vykazuje specifickou fázi, kdy za 2–5 minut 
od aplikace dochází k akumulaci mikrobublin v daných orgánech. Tento jev je vysvětlovaný 
adherencí mikrobublin k sinusoidám nebo selektivním fagocytováním Kupfferovými buňkami 
[10, 11]. Mikrobubliny mají střední průměr přibližně 1,5 až 2,5 µm, přičemž 99 % jich má 
průměr menší než 10 µm a maximální průměr je 20 µm. Jeden mililitr SonoVue® obsahuje 
8 µl mikrobublin, které fungují jako reflektor ultrazvukových paprsků, díky jejich styčné 
ploše mezi bublinkou SF6 a vhodným médiem. Intenzita odraženého signálu záleží 
na frekvenci ultrazvukového paprsku a na koncentraci mikrobublin. Celkově se komerční 
přípravek skládá z polyethylengykolu (PEG) o molekulové hmotnosti 4 000 (4,91 mg/ml), 
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distearoylfosfatidylcholinu (DSPC, 0,038 mg/ml), dipalmitoylfosfatidylglycerolu sodného 
(DPPG, 0,038 mg/ml), palmitové kyseliny (PA, 0,008 mg/ml) a fluoridu sírového (SF6, 
přibližně 8 µl/ml). Celá souprava obsahuje jednu injekční lahvičku obsahující 25 mg 
lyofilizovaného prášku, jednu injekční stříkačku obsahující 5 ml chloridu sodného a jeden 
přenosový systém. Chemická a fyzikální stabilita po rekonstituci byla prokázána na  dobu 
šesti hodin, ale z mikrobiologického hlediska by měl být přípravek použit okamžitě [14, 15]. 
  Léčivý přípravek SonoVue® je určen k diagnostickým účelům. Používá se 
při ultrazvukovém zobrazování ke zvýšení echogenity krve, tedy ke zlepšení koeficientu 
signál/šum a ke zvýšení kvality znázornění průtoku krve (Dopplerovské vyšetření). Konkrétně 
je určen pro pacienty s podezřením nebo s prokázaným kardiovaskulárním onemocněním 
(zvýraznění srdečních dutin a hranice endokardu levé komory). Dále zvyšuje přesnost 
při detekci a vyloučení abnormalit mozkových tepen a extrakraniálního průběhu karotidy 
nebo periferních tepen, zvyšuje délku klinicky užitečného zvýšení signálu pro vyšetření 
portální žíly a v neposlední řadě zlepšuje zobrazení cévního systému jaterních a prsních lézí 
(přesnější charakterizace lézí) [14].  
2.3.1.1 Makrogol 4 000 
Makrogol 4 000 neboli polyethylenglykol o průměrné molekulové hmotnosti 4 000 slouží 
v SonoVue® jako pomocná látka, přestože je její obsah v mikrobublinách nejvyšší. Podle 
Globálně harmonizovaného systému se nejedná o nebezpečnou látku a vzhledově jsou to 
šupinky bílé barvy. Bod tání má mezi 57 a 61 °C a hustotu 1,210 g/cm3 [16]. Je velmi snadno 
rozpustný ve vodě a v dichlormethanu. Prakticky nerozpustný je v 96% lihu, etheru, mastných 
kyselinách a minerálních olejích [17]. 
2.3.1.2 Fosfolipidy 
Fosfolipidy jsou poměrně početná skupina látek, které lze odvozovat od kyseliny fosfatidové. 
Fosfatidová kyselina je derivát glycerofosforečné kyseliny, kde jsou dvě -OH skupiny 
glycerolu esterifikovány mastnými kyselinami a vznikají například fosfatidylcholiny či 
lecitiny. Většina fosfolipidů má v sn-1 poloze glycerolu navázaný nasycený zbytek mastné 
kyseliny a v sn-2 poloze nenasycený zbytek mastné kyseliny. Fosfatidové kyseliny jsou 
anionaktivními tenzidy. Obsahují ve své molekule hydrofilní i hydrofobní část. Hydrofilní 
část (fosfát) je orientovaná k povrchu membrány a do nitra membrány směřuje hydrofobní 
část (lipid) [18, 19, 20]. 
 Tělo si dokáže fosfolipidy vyrobit ze základních stavebních jednotek a z tohoto důvodu 
nejsou nutnou součástí potravy. Vznikají i zanikají pomocí působení několika fosfolipáz. Ty 
připojují jednotlivé složky na glycerol. Jejich význam je však nezastupitelný. Jsou součástí 
buněčné membrány, membrán buněčných organel a různých lipoproteinů, jež stabilizují [20]. 
 V SonoVue® jsou obsaženy dva fosfolipidy – 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin 
(DSPC) a sodná sůl 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerolu (DPPG.Na). DSPC se řadí 
do skupiny fosfatidylcholinů jež jsou hlavní zásobní formou cholinu v těle. Jsou nejčastější 
složkou buněčné membrány a ovlivňují její fyzikální a chemické chování k okolnímu 
vodnému prostředí. DSPC plní ve zvířecích buněčných membránách funkci permeability 
membrány. Jeho molekulová hmotnost je 790,16 g/mol a musí se skladovat při -20 °C. 
Fosfatidylglyceroly jsou minoritní komponentou buněčné membrány, ale jsou významnou 
součástí plicního surfaktantu.. DPPG.Na má molekulová hmotnost 744,96 g/mol a stejně jako 
DSPC se musí skladovat při -20 °C. [20, 21, 22, 23, 24]. 
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2.3.1.3 Palmitová kyselina 
Kyselina palmitová je karboxylová kyselina, vyšší mastná kyselina. Je obsažena v tucích 
a za normálních podmínek je to bílá pevná látka. Má molekulovou hmotnost 256,42 g/mol, 
teplotu tání 62,7 °C a hustotu 0,853 g/cm3. Vyskytuje se v palmovém oleji a obsahuje ji také 
máslo, sýr, mléko a maso [23]. 
2.3.1.4 Fluorid sírový 
Fluorid sírový je inertní, neškodný plyn. Těžko se rozpouští ve vodných roztocích, ale 
rozpouští se v krvi, kdy je následně z organismu eliminován cestou plicních kapilár. 
Průměrný terminální poločas byl 12 minut u lidských dobrovolníků, kteří obdrželi přibližně 1 
a 10ti násobek maximální klinické dávky (0,03 a 0,3 SonoVue®/kg). Ve vydechovaném 
vzduchu bylo prokázáno, že 80 % SF6 bylo eliminováno z těla po 2 minutách od injekce 
a téměř 100 % po 15 minutách [11, 14]. 
 SF6 je obsažen v Kjótském protokolu, jelikož obsahuje fluorované skleníkové plyny. Jinak 
není klasifikován jako nebezpečná látka. Jeho výpary jsou těžší než vzduch a může se 
z tohoto důvodu hromadit v uzavřených prostorách, obzvlášť v přízemí a pod ním. 
Za normálních podmínek je to stabilní, bezbarvý plyn o molekulové hmotnosti 146 g/mol. 
Jeho tepelný rozklad poskytuje toxické zplodiny, které mohou být ve vlhku korozivní (HF, 
SO2). Fluorid sírový nemá žádný známý toxikologický účinek. Při vdechnutí je schopen měnit 
hlas. Vytváří hlubší hlas, několikanásobně snižuje frekvenci hlasu, díky tomu, že má mnohem 
větší molekulovou hmotnost než vzduch (30 g/mol) nebo helium (4 g/mol), které naopak 
zvyšuje frekvenci hlasu. Hluboký hlas také přetrvává mnohem delší dobu než u helia, protože 
se dostává hůře z plic [26, 27, 28].  
 Fluorid sírový se dodává v tlakových lahvích a při zahřívání může vybouchnout. Teplota 
místnosti by neměla přesáhnout 50 °C, protože kritická teplota fluoridu sírového je 45,5 °C. 
Dále by se tlaková láhev měla uchovávat ve větrané místnosti, protože při vysoké koncentraci 
může působit jako látka dusivá. V průmyslu se dá využít v elektrotechnice a ve výzkumu 
pro své dielektrické vlastnosti. Dále se využívá pro své tepelné a zvukově izolační vlastnosti 
k plnění izolovaných skleněných tabulí, v metalurgii k proplachování a k ochraně 
neželezných slitin, v měřicí technice k vyhledávání netěsností a v neposlední řadě k plnění 
pneumatik [26, 27, 28]. 
2.4 Ultrasonografie 
Ultrasonografie patří k základním zobrazovacím diagnostickým metodám využívaných 
v medicíně, převážně v echokardiografii a těhotenském ultrazvuku. Jejím základem je 
ultrazvuk, jenž prochází tkáněmi a odráží se v místech změny hustoty tkáně (hranice orgánů, 
chorobné útvary). Tyto odrazy (echa) se na monitoru nebo fotografii zobrazují jako světlejší 
nebo tmavší místa než okolí. Schopnost ultrazvuku odrážet ultrazvukové vlny se nazývá 
echogenita. Ultrasonografie prošla dlouhým vývojem a dnes je možno touto metodou 
(vyšetřením) rozpoznat strukturu, pohyblivost či funkci většiny orgánů a jejich chorobné 
změny, například nádory [29]. 
 Vyšetření pomocí ultrasonografie provádí lékař (radiolog). Kůže v oblasti zájmu, nejčastěji 
břicho, se pokrývá vrstvou gelu, který slouží ke zlepšení průniku zvukových vln. Lékař přiloží 
k tomuto místu vyšetřovací sondu, jenž vysílá a následně zachycuje odražené ultrazvukové 
vlny, které jsou rekonstruovány do obrazu viditelného na monitoru přístroje. Dvojrozměrný 
obraz je klasickým zobrazením, ale nyní se využívá i 3D (4D) ultrazvuk neboli Dopplerovský, 
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díky němuž je přístroj schopen posoudit proudění krve v cévách a měřit rychlost průtoku krve 
ve vybraných cévách. Výhodou metody je, že je neinvazivní, bezbolestná, opakovatelná 
v krátkém časovém sledu a výsledky jsou k dispozici ihned po vyšetření. To trvá většinou 15 
až 30 minut, přičemž škodlivé účinky nebyly doposud prokázány [29, 30]. Jediné co může 
omezit metodu je obezita (větší množství podkožního tuku), plynatost, kalcifikace 
(zvápenatění ve stěně tepen – kornatění tepen), nepříznivé anatomické poměry (př. krátký 
krk) a nespolupracující pacient [31]. 
 Ultrazvuk je obecně vysokofrekvenční zvukové vlnění o frekvenci nad 20 000 kmitů/s 
(20 kHz). Diagnostický ultrazvuk využívá vlnové délky od 2 do 10 MHz pro anatomické 
zobrazení tkání a orgánů ve vyšetřované oblasti lidského těla, ale pro posouzení plic a kostí je 
prakticky nepoužitelný [30, 31]. Signál ultrazvuku lze zlepšit zavedením kontrastních látek 
nitrožilně do těla. Díky tomu byla vyvinuta kontrastní ultrasonografie v níž kontrastní látky, 
nejčastěji plynové mikrobubliny, rezonují s dopadajícím ultrazvukovým vlněním. Tím zvyšují 
počet odrazů, které jsou detekovány sondou. Mikrobubliny mění svoji velikost po dopadu 
ultrazvukové vlny. Při snížení tlaku dochází k jejich expanzi a při zvýšení tlaku dochází 
ke kontrakci (Obr. 6). To je rozdílné oproti tkáni, která je prakticky nestlačitelná. 
K maximální odpovědi mikrobublin dochází při jejich oscilaci, když je použita taková 
frekvence, při níž rezonují s ultrazvukovými vlnami [10]. 
 
Obr. 6: Tlačení a tahání mikrobublin zapříčiňuje prasknutí buněčné membrány a vytvoření 
hydrofilního póru umožňující trans-membránový tok tekutiny a makromolekul [2] 
2.5 Metody přípravy mikrobublin 
Neustále se vyvíjejí nové a nové typy mikrobublin s různými požadavky na složení, z čehož 
vyplývá, že jejich příprava nebude prováděna jediným způsobem. Zde si uvedeme nejběžnější 
typy příprav mikrobublin. 
2.5.1 Mechanické míchání 
Metoda mechanického míchání je využívána převážně pro výrobu mikrobublin 
s fosfolipidovým obalem. Jedná se o dvoukrokový proces. V prvním kroku vzniká 
liposomální disperze, která se umístí do vialky. K jejímu vzniku se používají konvekční 
metody, jako jsou tenká fosfolipidová filmová hydratace, inverze fází nebo ethanolová 
injekce. V druhém kroku se vezme vialka se vzniklou disperzí a zbývající volný prostor 
nad disperzí se zaplní vhodným plynem. Ten později tvoří mikrobublinové jádro. Následně je 
vialka umístěna do mechanické míchačky a třepe se s ní při několika tisících otáček za minutu 
[8]. 
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2.5.2 Emulgace 
Tato metoda je založena na výrobě emulze oleje ve vodě (O/V) a její následné sušení 
zmražením. Využívá se převážně pro mikrokapsule obalené polymerem a pro některé 
mikrobubliny obalené fosfolipidem. Vnitřní fáze emulze je složena z lyofilizovaného, vodou 
nemísitelného, organického rozpouštědla. Příkladem je p-xylen, toluen či těkavá pevná 
sloučenina (kafr). Polymerní obal pak může být poly-laktid-ko-glykolid (PLGA). Následuje 
krok sušení zmražením, kdy emulzní matrix opouští těkavé vodní i organické fáze a jsou z ní 
odstraněny. V dalším kroku je prostor vialky zaplněn plynem tvořící mikrobubliny. 
Po rozpuštění tvoří mikrobubliny okamžitě injekční prostředí [8, 32]. 
2.5.3 Použití ultrazvuku typu sondy 
Sondový typ ultrazvuku je nejběžnější užívaná metoda pro výrobu mikrobublin obalených 
proteinem. Používá se zde nízká frekvence a vysoká intenzita ultrazvuku. V této metodě se 
plyn tvořící mikrobublinové jádro rozptýlí do vodného roztoku, který obsahuje materiál 
tvořící obal. Využije se k tomu sonikace ultrazvukem sondového typu s pevnou sonickou 
konvekcí prouděním. Během kavitačního procesu vznikají chemicky reaktivní volné radikály 
a teplota se přibližně zvýší na 70–80 °C. Díky těmto dvěma vlivům se denaturuje proteinová 
molekula a vzniká mikrobublinový obal nerozpustný ve vodě. Kromě mikrobublin obalených 
proteinem se tato metoda dá využít i k výrobě fosfolipidových mikrobublin. Zde se ale teplota 
musí držet níže, pod teplotou fázového přechodu fosfolipidu [8]. 
 Velikost distribuce vznikajících mikrobublin závisí na frekvenci, síle a pulzním režimu 
ultrazvuku. Vyrobené suspenze mají relativně širokou velikost distribucí a je nutné větší 
mikrobubliny odstranit frakcionalizací a/nebo odfiltrováním. Stejně tak se musí ze vzorku 
odstranit přebytek povrchově aktivních látek [33]. 
2.5.4 Sušení rozprašováním 
Klasická metoda založená na sušení rozprašováním je univerzální pro výrobu polymerního, 
proteinového i fosfolipidového obalu mikrobublin. K výrobě pórů a kavit u částic vysušených 
rozprašováním se často používají těkavé amonné soli nebo halogenované uhlovodíky [8]. 
2.5.5 Koaxiální elektrohydrodynamická atomizace 
Tato metoda se používá pro výrobu mikrobublin s úzkým rozsahem distribuce velikosti. 
Mikrobubliny mají průměr kolem 3–7 µm. Metoda je založena na kombinaci průtoku kapaliny 
a vzduchu při aplikaci elektrického pole pro generování mikrobublin. Procesními parametry 
ovlivňující vznikající mikrobubliny jsou rychlost průtoku a aplikované napětí. Systém 
obsahuje pár jehel z nerezové oceli, které jsou uspořádány soustředně. Vzduch bývá čerpán 
skrz vnitřní jehlu a fosfolipidová suspenze skrz vnější jehlu. Vyrobené mikrobubliny jsou 
shromážděny níže pod kruhovou elektrodou na skleněném sklíčku mikroskopu, kde jsou 
ihned studovány optickou mikroskopií [34, 35, 36]. 
U této techniky výroby mikrobublin jsou rozhodujícími parametry viskozita a povrchové 
napětí. Snížení povrchového napětí pomůže elektrickým silám ke generování trysku, zatímco 
zvýšení viskozity bude mít opačný vliv. Snížení rovnovážného povrchového napětí je příznivé 
ke generaci mikrobublin. Dalšími důležitými parametry lipidové suspenze před začátkem 
výroby jsou hustota, elektrická vodivost a relativní permitivita [34, 35, 36]. 
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2.5.6 Mikrofuidní T-spojování 
Metoda T-spojování se využívá k přípravě perfektně monodisperzních mikrobublin. Při ní je 
fosfolipidová suspenze dodávána do T-spojování pomocí Harvardova stříkačkového čerpadla 
k udržení konstantní rychlosti. Tlak vzduchu je zvýšen proti kapalině proudící proti proudu 
od spojení. Díky zvýšenému tlaku vzduchu začíná proud vzduchu rozbíjení při konstantní 
rychlosti. Jestliže se tlak vzduchu bude kontinuálně zvyšovat, tak je nakonec pozorována 
atomizace kapaliny. Je důležité, aby se tlak vzduchu zvyšoval postupně, a je nutné se ujistit, 
že proud vzduchu byl obklopen kapalinou při T-spojování. Připravené mikrobubliny jsou 
shromažďovány na konci třetí trubky T-spojování (výstup) ve vialce obsahující destilovanou 
vodu [34]. 
 Velikost mikrobublin a uniformita závisí na fyzikálních vlastnostech kapaliny, plynu 
a rychlosti průtoku kapaliny. Dále záleží na vzdálenosti a profilu kanálů [33]. 
2.6 Metody charakterizace mikrobublin 
Správná charakterizace mikrobublin může být velice obtížná. Podstatnou roli zde hrají tyto 
faktory: vločkování a tvorba agregátů, vztlak, citlivost k smykovému napětí, teplota 
či vystavení tlaku. Dále nelze zanedbat vliv vnitřní síly a celkovou strukturu mikrobublin, 
které mohou být ve formě micel či liposomů. 
 Mezi nejdůležitější faktory, které je třeba sledovat, je určení velikosti mikrobublin. Velikost 
distribuce mikrobublin je různá, záleží na různých podmínkách, hlavně při výrobě, ale 
i na použité metodě samotné. Většinou se nezíská jen jedna velikost mikrobublin, ale více. 
Aby mohly mikrobubliny procházet plicními cévami, tak se jejich horní limit velikosti 
pohybuje mezi 5–10 µm. Spodní limit je předmětem diskuzí [8]. 
2.6.1 UV/VIS spektrofotometrie 
Jak je uvedeno výše, pokud se k výrobě mikrobublin použije metoda mechanického míchání, 
tak se musí jít přes 2 kroky. V prvním kroku se připraví liposomy, které jsou v následném 
kroku, převáděny na mikrobubliny. A právě k určení účinnosti přeměny liposomů 
na mikrobubliny se dá využít UV/VIS spektrofotometr za využití Stewartovy metody. 
 Kromě určování účinnosti přeměny liposomů na mikrobubliny se tato metoda dá využít 
k měření vzlínání mikrobublin pomocí rozptylu světla [8].  
2.6.2 Elektrické snímací zóny 
Tato metoda je nejběžnější užívaná metoda k měření velikosti distribuce mikrobublin. Je 
založena na počítání a měření částic na základě změn impedance v elektromagnetickém poli, 
kdy částice suspendované v roztoku elektrolytu prochází skrz malý otvor, který je 
polohovatelný mezi 2 elektrodami. Metoda rozliší velikost částic od 0,4 do 1 200 µm 
za předpokladu, že se použijí otvory s různým průměrem [8]. 
2.6.3 Světelná blokáda 
Světelná blokáda nebo také zastínění světla je další metoda, která počítá částice a tím 
charakterizuje mikrobubliny. V této metodě částice protékají skrz úzkou oblast jednoho 
uniformního světelného osvětlení v čase bez překrytí. Jsou detekovány jejich světelné stíny. 
Rozsah měření velikosti je mezi 0,5 a 400 µm. Limitem této metody je požadovaná nízká 
částicová koncentrace [8]. 
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2.6.4 Statický rozptyl světla 
Laserová difrakce neboli statický rozptyl světla (SLS) je spolehlivá metoda pro stanovení 
velikostní distribuce částic v mikrobublinách. Metoda vyžaduje krátké časy měření 
(až minutu), má relativně velkou koncentrační toleranci a nezávisí na vztlaku [8]. 
 Hlavní výhodou metody je možnost měření v relativně malých kyvetách (10 ml) 
s magnetickým mícháním. To zabraňuje změnám v rozložení mikrobublin v důsledku flotace 
v oblasti laserového paprsku. Na druhou stranu SLS přeceňuje větší mikrobubliny, kdy jsou 
trochu větší hodnoty střední distribuce velikosti, než by měly být. Z tohoto důvodu dochází 
k odchylkám oproti dalším možným technikám jako je světelná mikroskopie či průtoková 
cytometrie. Tato metoda je také citlivá k zbytkovým liposomům a lipidovým agregátům 
vzniklých roztržením bublin [37, 38]. 
2.6.5 Dynamický rozptyl světla 
Dynamický rozptyl světla (DLS) či fotonová korelační spektroskopie (PCS) je méně 
frekventovaná metoda pro měření mikrobublin, ale využívaná k měření mikrobublinové 
suspenze. Metoda je založena na základě časové závislosti fluktuace v intenzitě rozptýleného 
světla vzhledem k Brownovu pohybu částic [8]. 
 Metoda dynamického rozptylu světla je zaměřena na měření světla rozptýleného 
molekulami vzorku v průběhu času. V průběhu rozptylu světla molekulou se rozptýlí část 
dopadajícího světla. Teoreticky pokud by byla molekula stacionární, množství rozptýleného 
světla by bylo konstantní. Ve skutečnosti všechny molekuly v roztoku difundují Brownovým 
pohybem vzhledem k detektoru, existují interference, pozitivní nebo negativní, které 
způsobují změnu intenzity. Čím rychleji částice difundují, tím rychleji se mění intenzita. 
Rychlost změn je z tohoto důvodu přímo závislá na pohybu molekuly. Difúzi molekul 
ovlivňují – teplota (čím vyšší, tím se molekuly rychleji pohybují), viskozita rozpouštědla (čím 
vyšší, tím pomaleji se pohybují) a velikost molekul (čím větší, tím pomaleji se pohybují). 
Jsou-li teplota a rozpouštědlo známy a konstantní, pak proměnlivost intenzity rozptýleného 
světla je přímo úměrná „velikosti“ molekuly. Tato veličina se nazývá hydrodynamický 
poloměr (Rh) a vyhodnotí se porovnání změn intenzit světla v průběhu času. V praxi se 
překrývají 2 grafy ze stejného data s malou vzájemnou časovou prodlevou. Poté se 
zaznamenává korelace mezi 1. a 2. grafem. Tato korelace se pak vypočítává pro dále 
narůstající časové intervaly, až se dosáhne nulové korelace (tj. změny intenzity jsou 
při vzájemném porovnání náhodné). Čím rychleji se molekuly pohybují, tím rychleji se 
korelace přiblíží nule. Po zakreslení se korelační funkce, normálně na logaritmické stupnici, 
převede na měření velikosti po zahrnutí všech ostatních faktorů ovlivňujících signál [39]. 
 Zeta potenciál je důležitá charakteristika mikrobublin. Poskytuje informace o koloidní 
stabilitě, biologické charakteristice či kapacitě léčivem plněné disperze. K měření zeta 
potenciálu se používá elektroforetický světelný rozptyl. Metoda je založená na použití 
střídavého elektrického pole a nabité částice jsou přivedené k oscilaci. Jejich pohyb je měřen 
laserovým rozptylem, z něhož se stanoví pohyblivost částic. Elektroforetická pohyblivost je 
pak následně převedena na hodnotu zeta potenciálu pomocí matematického modelu. Zeta 
potenciál může být ovlivněn několika faktory, jako jsou stupeň pegylace, pH, iontová síla 
prostředí, náboj fosfolipidů nebo polyvalentní kationty a anionty [8]. 
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2.6.6 Průtoková cytometrie 
Průtoková cytometrie se osvědčila jako velice užitečná metoda pro přesnou charakterizaci 
rozložení velikostí mikrobublin jakož i pro přesné a rychlé počítání mikrobublin [41]. 
2.6.7 Optická mikroskopie 
Optická mikroskopie je většinou metoda charakterizace využívána v mezikroku liposomů 
a mikrobublin při metodě mechanického míchání [42]. Při některých technikách jako je 
například koaxiální elektrohydrodynamická atomizace je optický mikroskop součástí systému 
výroby mikrobublin, aby se mohly analyzovat ihned po výrobě. Při této technice se 
pod mikroskopem pozorují vzniklé mikrobubliny jak při pokojové teplotě (22 °C), tak 
při tělesné teplotě (37 °C) [34, 35]. 
2.6.8 Denzitometrie 
Denzitometrie se používá ke stanovení obsahu zapouzdřeného vzduchu uvnitř polymerních 
mikrobublin vytvořených metodou emulgace. K měření se může použít U-trubice, která 
osciluje [32]. 
2.7 Metody aplikace mikrobublin do organismu 
Velmi důležitým úkolem je dostat vyrobené mikrobubliny do organismu (krevního řečiště), 
aniž by vyvolaly nepříznivé účinky. Hlavním problémem je správně určit výši dávky 
mikrobublin vpravovaných do organismu. Jiným úskalím může být časté vločkování a vznik 
agregátů mikrobublin.  
2.7.1 Infucon 
Zařízení Infucon se používá pro kontinuální infúzi mikrobublin, které se používají 
pro ultrazvukovou diagnostiku a experimentální genovou terapii. Kontinuální infúze 
mikrobublin umožňuje prodloužení životnosti mikrobublin v krevním řečišti a zároveň 
zabraňuje předávkování a lokálnímu zvýšení koncentrace [38, 40]. 
Infucon je sestaven tak, aby zabraňoval flotaci mikrobublin a jejich akumulaci 
pod povrchem. Tento přístroj byl otestován na bílých králicích z Nového Zélandu za použití 
jednak komerčního SonoVue® a jednak laboratorně připravených pegylovaných DPPC 
mikrobublin. Účinnost přístroje se testovala pomocí ultrasonografie, pomocí in vivo 
ultrazvukových konstantních signálů [38, 40]. 
 Vlastní přístroj se skládá z několika částí (Obr. 7). Jedná se o programovatelné vstřikovací 
čerpadlo se stříkačkou plněnou SF6, míchanou nádobu umístěnou na magnetickém míchadle 
a kanylu pro aplikaci mikrobublin (do králičí ušní žíly). 
Pro vytěsnění infuzního roztoku využívá zařízení inertní plyn (N2, SF6, perfluorované 
uhlovodíky), kterým jsou plněny i mikrobubliny. To zvyšuje stabilitu v průběhu infúze 
a mechanické agitace v cele. K zabránění hromadění flotujících mikrobublin u hladiny během 
infúze slouží magneticky poháněné míchátko. K infúzi (intravenózní/intaarteriální) je nutný 
mírný přetlak, který je generován infúzní pumpou. Samotné zařízení je vytvořeno tak, aby 
bylo hermeticky izolované, za použití O-kroužkových těsnění a také obsahuje na vstupu filtr, 
který zabraňuje částicím poletujících ve vzduchu proniknutí dovnitř aparatury [38, 40]. 
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Obr. 7: Schéma zařízení Infucon [38, 40] 
2.7.2 Experimentální míchací infuzní pumpa pro ultrazvukové kontrastní látky 
Míchací infuzní pumpa se využívá pro podávání kontrastních látek v ultrazvukové sonografii, 
přičemž se zatím jedná pouze o experimentální zařízení, které není schváleno státní 
zkušebnou. K podávání kontrastních látek pumpa využívá dvě přednastavené rychlosti – 
infuze a bolus. Míchání roztoku během dávkování je zprostředkováno neustálým otáčivým 
pohybem celé injekční stříkačky. Ta je umístěna na základní stanici pumpy. Kromě toho 
obsahuje zařízení ještě dálkové ovládání připojené kabelem (Obr. 8) [41]. 
 
 
Obr. 8: Celkové uspořádání experimentální míchací infuzní pumpy [41] 
 Jak pro režim infuze, tak pro režim bolus je množství podávaného roztoku programovatelné 
(0,3–4,0 ml/min). Infuzní pumpa není během práce připojena k elektrické rozvodné síti, ale je 
napájena vestavěným akumulátorem. Ten lze dobíjet automatickou nabíječkou [41]. 
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 Technické údaje experimentální míchací infuzní pumpy jsou následující: 
 
Injekční stříkačka: 20 ml 
Rychlost infuze: 0,3 … 4,0 ml/min s krokem 0,1 ml/min 
Rychlost bolusu: 0,3 … 4,0 ml/min s krokem 0,1 ml/min 
Čas bolusu: 1 … 60 s 
Maximální objem infuze: 20 ml 
Odvzdušnění: cca 0,35 ml rychlostí 4,0 ml/min 
Míchání: 30 cyklů/min, 1 cyklus = -180 ° - 180 ° 
Maximální tlak: cca 80 kPa 
Pracovní podmínky: teplota: 15 °C … 30 °C, relativní vlhkost: 20 % … 90 % 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Ultrazvukové kontrastní látky byly vyvinuty k maximalizování kontrastního odrazu 
v ultrazvukovém zobrazování. Aby bylo možné kontrastní látky posunout ve vývoji ještě dál 
(cílené dodávání léčiv), je nutné si charakterizovat jejich vlastnosti. Zkoumanými vlastnostmi 
mohou být tvar, hustota, velikost distribuce částic, odrážený signál, vnitřní struktura, toxicita. 
Charakteristika vlastností se nemusí nutně týkat jen komerčně dostupných kontrastních látek, 
jako jsou SonoVue® či Definity®, ale také látek připravených v laboratoři [13]. Tento cíl byl 
zvolen i pro tuto práci z hlediska měření povrchového napětí a pro určení velikosti distribuce 
částic komerčního přípravku SonoVue® i vlastního systému. 
 SonoVue® je kontrastní látka druhé generace obsahující fosfolipidy stabilizované 
mikrobubliny plněné fluoridem sírovým, který zajišťuje odolnost proti tlaku v těle. V klinické 
praxi je každodenní praxí využívání ultrazvukových kontrastních látek, mezi něž se řadí 
i SonoVue®. Na základě velké poptávky po kontrastních látkách byly provedeny i mnohé 
studie na účinnosti a porovnání kontrastních látek. Příkladem může být studie, jež porovnává 
účinnost SonoVue® s Albunexem®, u pacientů s podezřením na ischemickou chorobu srdeční 
a vymezení suboptimální endokardiální hranice [42]. Ze zprávy o posouzení SonoVue® lze 
vyčíst informace o možných účincích přípravku na člověka, které byly získány pomocí 
klinických studií. Mimo jiné jsou zde srovnány i další komerční přípravky (Luminity®, 
Optison®) se SonoVue® na základě možných vedlejších účinků [15]. 
 Největší pozornost v této práci dostala složka polyethylenglykol. Až s přídavkem PEG 
prokázaly roztoky snížení povrchového napětí oproti rozpouštědlu. I v některých studiích je 
polyethylenglykol středem zájmu. Například ve zkoumání plicních povrchově aktivních látek, 
které snižují povrchové napětí na rozhraní vzduch-kapalina v alveolách během dýchání. Plicní 
povrchově aktivní látky jsou směsí lipidů (90 %) a proteinů (10 %). Je tedy na místě 
charakterizovat rychlost vzniku povrchového filmu s dostatečně nízkým povrchovým 
napětím. Pro tyto účely byl zvolen hovězí extrakt lipidů surfaktantů (BLES), k němuž se 
přidával PEG o různě vysoké molekulové hmotnosti. Výsledkem práce bylo, že 
polyethylenglykol byl schopen zvýšit rychlost vzniku povrchového filmu (zlepšit adsorpci) 
při nízké koncentraci BLES. Zároveň bylo zjištěno, že důležitou roli hraje kromě koncentrace 
i molekulová hmotnost [43]. Ve studii bylo zmíněno, že PEG není sám povrchově aktivní, 
vykazoval hodnoty kolem 58 mJ/m2. Avšak pro účely měření byl brán coby povrchově 
aktivní. 
 Ultrasonografie patří k základním zobrazovacím diagnostickým metodám využívaných 
pro různé aplikace. Například pro zobrazení nádorů. Příkladem je studie, v níž ultrasonografie 
sloužila jako prediktor duktálního karcinomu in situ. Využívala se jako kontrola ke tkáňové 
punkční biopsii k viditelnosti ložiska [44]. Jiná studie uvádí dynamickou kontrastní 
ultrasonografii využívanou pro vyšetření parenchymových orgánů dutiny břišní (játerní léze). 
Jako kontrastní látka bylo využito SonoVue® a kontinuálním sledováním opacifikace se 
zobrazovaly fáze, které nebyly postihnutelné na výpočetní tomografii (CT) a magnetické 
rezonanci (MR) [10]. Třetí studie porovnává mezi sebou tři zobrazovací metody 
ultrasonografii, CT a MR. Jejím cílem bylo stanovit přesnost jednotlivých metod vzhledem 
k histologickému ověření, senzitivitu, specifitu a určit do jaké míry jsou schopny identifikovat 
maligní ložisko v játrech, tj. určit pozitivní a negativní prediktivní hodnoty. Výsledky studie 
odpovídaly hodnotám uváděných v literatuře a potvrzovaly významnost ultrasonografie [11]. 
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Trojdimenzionální ultrasonografie je využívána v urologii k vyšetření karcinomů ledvin, 
měchýře, prostaty a zevního genitálu. V případě ledviny umožňuje ultrasonografie ji velmi 
dobře prostorově zobrazit, včetně jejího cévního zásobení. U močového měchýře 
(naplněného) se hodnotí rozhraní tekutiny a okolí, a u prostaty se mnohem přesněji změří její 
objem [45]. 
V posledních desetiletích byl velký rozvoj ve vytváření inovativních mikrobublin 
pro zobrazování a dodávání léčiv. Vývoj mikrobublin na základě lipidů, proteinů a polymerů 
ukázal mít potenciál pro široké uplatnění v zobrazovacích a terapeutických aplikacích. 
Připravené mikrobubliny jsou ideálně vhodné jako theranostické látky [1]. Theranostické 
přístupy kombinují diagnostické a terapeutické schopnosti. Jejich hlavní výhodou je 
schopnost poskytnout současně diagnózu a léčbu, stejně jako schopnost spolehlivě a výhodně 
monitorovat výsledek léčby. Theranostika může například využívat ultrazvuk v kombinaci 
s cílenými mikrobublinami pro selektivní vázání na trombus. Výsledkem je ultrazvukové 
zobrazení trombu v reálném čase s přímým monitorováním velikosti trombu, případně jeho 
zmenšením [5]. Kromě trombu se dají mikrobubliny za působení ultrazvuku využít 
ke zvýraznění nádorové tkáně a k rychlému uvolnění léčiva. Přesné zacílení je dáno také díky 
ultrazvuku, jenž je schopen zaostřovat jen na několik kubických milimetrů. Při cílení nádoru 
se musí vzít v úvahu, že nádor má vlastní charakteristické bariéry a je kompletně jiný než 
zdravá tkáň [2, 12]. Dalším vývojem theranostik byla vytvořena nanotheranostika, jejichž 
hlavní výhodou je schopnost mít vše v jedné platformě, která zahrnuje vytrvalé/kontrolované 
uvolnění, cílené dodávání, vyšší transportní účinnost pomocí endocytózy, stimulem 
uvolňované reagující činidlo (chytré dodávání), synergický výkon (kombinovaná terapie, 
siRNA podávání), multimodální diagnóza a/nebo terapie a provedení kvality (ústní podávání, 
uniknout z multi léčivu odolnému proteinu, atd.). Příkladem užití je nově se rozvíjející přístup 
ústní chemoterapie. Příkladem je D-α-tokoferyl polyethylen 1 000 sukcinát (TPGS) pro ústní 
podávání chemoterapeutických činidel (př. docetaxel a paclitaxel) se zvýšenou ústní 
biologickou dostupností. Pro budoucí výhody theranostické nanomedicíny se počítá 
s intrabuněčnou diagnózou a in vivo biodistribucí, dále výhodnou terapií a terapeutické 
monitorování následující léčby [7]. 
 Neustále se vyvíjejí nové a nové typy mikrobublin s různými požadavky na složení, z čehož 
vyplývá, že jejich příprava nebude prováděna jediným způsobem. Prvním typem přípravy je 
mechanické míchání, který ve své práci použil Lukáč, R.  [40]. Výroba mikrobublin může 
vypadat následovně. V prvním kroku byla na přípravu liposomů zvolena metoda lipidové 
filmové hydratace. Jako hlavní lipid pro mikrobubliny byl použit DPPC a jako pomocné 
lipidy byly vybrány fluorescenčně označené LisR-PE a CF-PE, metalochelatační DOGS-
NTA-Ni a pegylovaný PEG2 000DSPE. Nejdříve byly lipidy rozpuštěny v chloroformu 
a správně smíchány. Následně bylo rozpouštědlo odstraněno ze směsi přes rotační 
odpařovačku při 37 °C. Lipidová vrstva byla hydratována přídavkem roztoku PBS o pH 7,4 
až do konečné lipidové koncentrace 10 mg/ml při teplotě 55 °C ve vodní lázni. Teplota 
přechodu DPPC je 41 °C. Poté byly DPPC liposomy rychle zmraženy v kapalném dusíku 
a rozmraženy ve vodní lázni při 55 °C 5 x. Výsledná liposomální suspenze byla vytlačena 
přes polykarbonátové membránové filtry (400 a 200 nm) při 55 °C. Bylo k tomu použito 
zařízení Avanti Mini-Extruder. Ke kontrole odpovídající velikosti distribuce vzniklých 
liposomů (192–205 nm) byl použit přístroj Zeta Sizer NanoZS . K přípravě mikrobublin byla 
podle Lukáče, R. a spol. [37, 40], nejdříve převedena suspenze liposomů (0,75 ml) 
do hermetické vialky (1,5 ml). Poté byla vialka zaplněna SF6 a byla míchána intenzivně 30 s 
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užitím 3M ESPE CapMix. Fluorescenčně označené mikrobubliny byly připraveny z lipidové 
směsi obsahující DPPC a vhodný fluorescenční lipid o koncentraci 0–5 mol %. Zbytkové 
struktury byly odseparovány z mikrobublin nízkorychlostní centrifugou – odstranění horní 
vrstvy obsahující mikrobubliny (bez pěny). Následovala resuspendace mikrobublin 
ve vhodném pufru (PBS). Proces byl opakován 3krát. 
Dalším příkladem výroby mikrobublin vyrobených pomocí vysokorychlostního 
mechanického míchání dle Tinkova, S. a spol. [46] jsou doxorubicinem (DOX) plněné 
mikrobubliny. Mikrobublinové jádro bylo formováno ze speciálně optimalizovaného 
prekurzoru liposomů dohromady s plynnou fází. DOX byl komplexován do tenkého 
mikrobublinového obalu díky vysoké afinitě k aniontovým fosfolipidům (fosfatidylglycerol, 
kardiolipin,…). Při fyziologických podmínkách nese DOX molekula jeden kladný náboj 
a posedne amfifilní charakter. Z tohoto důvodu mohou vznikat nekovalentní komplexy se 
zápornými fosfolipidy, stabilizované převážně elektrostatickými přitažlivými a hydrofobními 
silami. Kromě klasických mikrobublin se pomocí metody mechanického míchání dají vyrobit 
i mikrobubliny plněné léčivem, či s léčivem začleněným do fosfolipidové dvojvrstvy [47]. 
Doxorubicin je silné léčivo využívající se v chemoterapii, ale je často limitováno závažnými 
vedlejšími účinky jako je srdeční toxicita. Z tohoto důvodu byla zkoumána možnost zabalit 
DOX do mikrobublin a zacílit je, čímž byly sníženy systémové vedlejší účinky a byla zvýšena 
lokání koncentrace léčiva. DOX v mikrobublinách byl testován pro okamžitou toxicitu, 
koncentraci DOX v tkáni a účinnost z hlediska růstu nádoru [48]. Kromě doxorubicinu se 
pro léčbu rakoviny používá i léčiva paclitaxel. Vytvořením mikrobublin obsahujících 
paclitaxel pomocí voda v oleji emulzní techniky se dá pasivně zacílit na nádor a tam 
pozorovat jeho účinky [49]. 
 Pro přípravu dlouhodobějších mikrobublin se využívá proces lyofilizace, jejíž průběh 
popisuje následující příklad. Před vlastní lyofilizací byl k suspenzi mikrobublin přidán prášek 
sacharózy v poměru 1:5 (hlavní fosfolipid:sacharóza). Sacharóza měla za úkol účinně 
zachovat mikrobubliny jak během lyofilizace, tak během následné rekonstrukci hydratací. 
Vialky byly zchlazeny na −80 °C užitím lyofilizačního přístroje. Nejdříve byl vzorek umístěn 
do sušící komory, kde byl předchlazen na −45 °C. Lyofilizační proces běžel 24 hodin při tlaku 
8 Pa. Poté následoval druhý sušící proces probíhající při 25 °C a 20 Pa po dobu 12 hod. 
Následně byl vzorek (plynotěsně zapečetěný) evakuován a znovunaplněn s SF6 spláchnutím 
plynu injektovaného skrz septum [37]. 
 Po správné výrobě mikrobublin nebo i během přípravy je nutné umět mikrobubliny 
charakterizovat. Technika statického dynamického rozptylu světla je jednou z možných 
metod. Pro měření mikrobublin se musí metoda nejprve optimalizovat na různé velikosti 
standardů. K tomu se dá využít 1% vodní suspenze polystyrenových mikrokuliček. Ty byly 
zředěné odplyněním, filtrovány PBS a měřeny. Vzorek mikrobublin byl injektován do kyvety 
typu frakční cely, naplněnou z části PBS, a vybavenou magnetickým míchadlem, aby se 
zabránilo nehomogenní distribuci (vločkování mikrobublin). Všechny vzorky byly měřeny 
ihned po vložení do kyvety a byly analyzovány. Bylo analyzováno rozdělení velikosti jako 
početně a objemově vážené [37]. Další techniky charakterizace využívané například u DOX 
mikrobublin jsou následující. Pro velikost distribuce a index polydisperzity liposomů byly 
využity metody dynamického rozptylu světla a zeta potenciál. Velikost distribuce 
mikrobublin byla stanovena laserovou difrakcí pomocí vhodného optického modelu 
pro mikrobubliny. Kontinuální stanovení počtu mikrobublin větších než 10 µm, další velikosti 
a počítání částic bylo provedeno pomocí světelného blokování v rozsahu velikostí 800 nm až 
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200 µm [50]. Dalšími charakteristikami, které jsou středem zájmu, jsou částicový výtěžek, 
velikost distribuce, sdružení léku s mikrobublinami – naplněné množství, přechodné liposomy 
- viskozita, fosfolipidová koncentrace, velikost liposomů [47]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
4.1 Použité chemikálie 
SonoVue® m = 25 mg lyofilizovaného prášku,  
šarže 14A018C a 11A029G, Bracco Imaging 
S.p.A, Itálie 
 
Fyziologický roztok NaCl (0,15 mol/l)  šarže 11A029G (pro SonoVue®), Bracco 
Imaging S.p.A, Itálie 
 
šarže 30634 (pro připravené roztoky), 
Lachema a. s. Brno o. z., Neratovice 
 
šarže 1903200314 (pro připravené roztoky), 
Penta 
 
DSPC (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-PC) 
 
 
šarže: 0457687-3, CAYMAN CHEMICAL 
COMPANY 
DPPG.Na (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phospho-sn-1-glycerol (sodium salt)) 
 
 
šarže: 0464163-2, CAYMAN CHEMICAL 
COMPANY 
Palmitová kyselina 
 
 
šarže: 0447818-9, CAYMAN CHEMICAL 
COMPANY 
PEG (polyethylenglykol) 
 
 
šaržePEG4000: 95904-250G-F, Sigma-Aldrich 
 
šaržePEG3000/6000: 47888, Lachema, n. p. Brno             
CHEMAPOL 
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PEG (polyethylenglykol) 
 
šaržePEG2000: 84797-250G-F, Sigma 
 
šaržePEG1500: BCBC8997V, Fluka 
 
šaržePEG1000: 81188, Fluka 
 
šaržePEG600: 87333-250G-F, Sigma 
 
Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu 
disodného 
Na2HPO4 . 12 H2O 
 
šarže: 684637, Lachema s. p. 
Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného 
NaH2PO4 . 2 H2O 
 
šarže: 31049, Lachema a. s. 
4.2 Pracovní postup přípravy vzorků 
4.2.1 Příprava roztoku SonoVue®  
Vzorek SonoVue® byl připraven v těchto krocích: 
1. Táhlo pístu bylo připojeno na injekční stříkačku obsahující 5 ml fyziologického roztoku. 
2. Bylo otevřeno víčko injekční stříkačky a kryt přenosového systému. 
3. V dalším kroku byl přenosový systém připevněn k injekční stříkačce. 
4. Z lahvičky obsahující lyofilizovaný prášek fosfolipidů tvořících mikrobubliny              
  v atmosféře SF6 byl odstraněn ochranný kryt a lahvička byla  napíchnuta na hrot    
  přenosového systému. 
 
    
Obr. 9: Obrázkový návod na přípravu SonoVue® - první 4 kroky [14] 
5. Obsah injekční stříkačky byl stlačením táhla vstříknut do lahvičky. 
6. Následovalo prudké protřepávání po dobu zhruba 20 s tak, aby byl obsah lahvičky řádně 
 promíchán a změnil se na mléčnou tekutinu. 
7. Poté bylo SonoVue® opatrně nabráno z lahvičky do injekční stříkačky. 
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8. Injekční stříkačka byla odpojena od přenosového systému a takto připravené  SonoVue® 
bylo analyzováno. 
 
          
Obr. 10: Obrázkový návod na přípravu SonoVue® - druhé 4 kroky [14] 
4.2.2 Příprava fosfolipidů 
Přípravek SonoVue® obsahuje v pěti mililitrech:  
- 24,56 mg polyethylengykolu (PEG) o molekulové hmotnosti 4 000,  
- 0,19 mg distearoylfosfatidylcholinu (DSPC),  
- 0,19 mg dipalmitoylfosfatidylglycerolu sodného (DPPG.Na), 
- 0,04 mg palmitové kyseliny a 
- 8 μl fluoridu sírového (SF6). 
4.2.2.1  Standardní postup 
Do zásobních lahviček bylo na analytických vahách naváženo takové množství fosfolipidů 
(DSPC, DPPG.Na), které odpovídalo složení v komerčním přípravku SonoVue®. Kromě 
DSPC a DPPG.Na byly na analytických vahách dle potřeby naváženy i polyethylenglykol 
a kyselina palmitová. Polyethylenglykol byl navážen v takovém množství, aby odpovídal 
koncentraci 25 mg/5 ml, případně dále ještě 5 mg/5 ml, 10 mg/5 ml, 15 mg/5 ml 
a 20 mg/5 ml. Byla tedy připravena koncentrační řada PEG.  
 Všechny navážky jednotlivých látek obsažených v přípravku SonoVue® byly společně 
rozpuštěny v 2 ml směsi chloroform:methanol v poměru 5:1. Po odpaření rozpouštědla 
na vzduchu byly vzorky zality fyziologickým roztokem (0,15M NaCl) do požadovaného 
objemu. Dále byly roztoky sonifikovány při 45 °C, dokud nebyly čiré, tedy přibližně 30 až 
60 minut. Před použitím byly připravené roztoky uloženy na třepačku, aby se zabránilo 
vytváření shluků. Tento postup přípravy roztoků byl aplikován téměř ve všech případech 
experimentů a byl pro účely porovnání s jinými postupy považován za standardní.  
4.2.2.2 Různé poměry fosfolipidů 
Pro měření velikostí částic směsí fosfolipidů v různých poměrech byly nejdříve připraveny 
zásobní roztoky jednotlivých látek, dle standardního postupu uvedeného výše. Navážky 
pro jednotlivé látky byly zvoleny 0,003 8 g/10 ml DSPC, 0,003 8 g/10 ml DPPG.Na 
a 0,000 8 g/100 ml PA. Ze zásobních roztoků byly nachystány směsné roztoky ( 
Tabulka 1), jejichž koncentrace odpovídala obsahu v SonoVue®. Jeden roztok fosfolipidů byl 
chystán rovnou jako směsný, aby se zjistilo, zda budou hodnoty velikostí částic pro směsný 
i smíchaný roztok stejné. 
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Tabulka 1: Příprava fosfolipidů v různých poměrech 
Poměr DSPC [ml] DPPG.Na [ml] NaCl [ml] PA [ml] 
Směs 
S+P [ml] 
Celkový 
objem [ml] 
 0,5  4,5   5 
  0,5 4,5   5 
1:1 0,5 0,5 4   5 
1:1 + PA 0,5 0,5 3,75 0,25  5 
1:4 0,5 2 2,5   5 
4:1 2 0,5 2,5   5 
3:2 1,5 1 2,5   5 
2:3 1 1,5 2,5   5 
   4,5  0,5 5 
4.2.2.3 Zvýšená teplota a atmosféra dusíku 
Na analytických vahách byly naváženy jednotlivé látky obsažené v přípravku SonoVue® 
o koncentraci odpovídající 5 ml roztoku. Konkrétní navážky tedy byly pro fosfolipidy (DSPC 
a DPPG.Na) 0,19 mg/5 ml, pro PA 0,04 mg/5 ml a pro PEG 4 000 24,96 mg/5 ml. Poté byly 
společně rozpuštěny ve 2 ml směsi chloroform:methanol v poměru 5:1. Fáze odpařování 
rozpouštědla byla provedena buď pod atmosférou dusíku, nebo za zvýšené teploty. Atmosféra 
dusíku byla zprostředkována zavedením dusíku do vialky. Pro odpařování za zvýšené teploty 
byla vialka umístěna do sušárny s odtahem. Vzorky byly připraveny při teplotách 30 °C, 
37 °C, 45 °C a 100 °C. Po odpaření rozpouštědla byly vzorky zality fyziologickým roztokem 
(0,15M NaCl) do požadovaného objemu. Dále byly roztoky sonifikovány při 45 °C, dokud 
nebyly čiré, tedy přibližně 30až 60 minut. Před použitím byly připravené roztoky uloženy 
na třepačku, aby se zabránilo vytváření shluků. 
4.2.3 Příprava PEG 
Pro studium povrchové aktivity samotného polyethylenglykolu, tj. bez přidaných fosfolipidů 
byla připravena koncentrační řada PEG v 0,15M NaCl. Celkový obsah PEG v 5 ml roztoku 
byl 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg a 25 mg. Pro tato měření byly použity polyethylenglykoly 
o molekulových hmotnostech 600 g/mol, 1 000 g/mol, 1 500 g/mol, 2 000 g/mol, 4 000 g/mol 
a 4 500 g/mol. 
 Navážený polyethylenglykol byl rovnou zalit 0,15M NaCl a byl umístěn na 30 minut 
do ultrazvuku při teplotě 45 °C. Po vyjmutí  z ultrazvuku byl roztok čirý a  před dalším 
použitím byl vložen na třepačku.  
4.2.4 Příprava fosfátového pufru 
V některých experimentech bylo kromě prostředí fyziologického roztoku uplatněno také 
prostředí 0,1M fosfátového pufru o pH 7.  Vlastní příprava vypadala následovně. Na analy-
tických vahách bylo naváženo potřebné množství Na2HPO4·12 H2O (roztok A) 
a NaH2PO4·2 H2O (roztok B), aby koncentrace roztoků byly 0,2 M. Navážky byly zality  
Mili-Q vodou a roztoky byly smíchány v poměru 61:39 (A:B). Finální 0,1M roztok 
fosfátového pufru o pH 7 byl získán smícháním roztoku A:B s Mili-Q vodou v poměru 1:1.  
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4.3 Měřicí přístroje 
4.3.1 Bublinový tlakový tenziometr 
Bublinový tenziometr je zařízení pro studium dynamického povrchového napětí a adsorpční 
kinetiky povrchově aktivních látek zahrnujících nízkomolekulární aktivní látky a polymery. 
Mimo jiné je také využitelný pro monitorování rozpouštění micel a stanovení kritické 
micelární koncentrace.  
 Přístroj pro měření povrchového napětí kapalin využívá metodu maximálního bublinového 
tlaku. Základem metody je měření maximálního tlaku v bublině rostoucí na špičce kapiláry 
ponořené do studované kapaliny. Poloměr zakřivení bubliny se s růstem snižuje 
až do polokoule, poté se zase zvětšuje. Měřený tlak je v polokouli maximální. Jakmile bublina 
zcela doroste, oddělí se od špičky kapiláry (bublina ztratí stabilitu), na které se začne tvořit 
bublina nová. Doba života je dána časem od začátku růstu bubliny po maximální tlak 
v polokouli. Časový interval od této polokoule až po odtrhnutí bubliny je tzv. mrtvý čas. 
Dohromady tvoří bublinový čas [50, 51]. 
Tenziometr BPA-800P (Obr. 11), jenž byl využíván pro analýzy, měří a určuje současně 
interval mezi bublinami, mrtvý čas bublin, dobu života bublin a povrchové napětí, které je 
získáno jako funkce času. Z veškerých naměřených dat shromážděných počítačem, je 
následně vypočítáno dynamické povrchové napětí a efektivní čas podle Laplaceovy rovnice 
[52]. Všechny výsledky jsou v průběhu měření zobrazovány online na obrazovce [50]. 
 
Obr. 11: Tenziometr BPA-800P [53] 
 Technické parametry pro tenziometr BPA-800P a jeho kapiláru jsou: 
 
rozsah povrchového napětí: 10‒100 mN·m-1 
reprodukovatelnost naměřených hodnot: ± 0,1 mN·m-1 
přesnost povrchového napětí:   ± 0,25 mN·m-1 
dynamický časový rozsah: 10 ms ‒ 10 s 
teplotní rozsah: 0‒90 °C 
poloměr kapiláry: 0,13 mm 
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hloubka ponoření kapiláry: 5 mm 
korekční koeficient kapiláry: 0,967 093 
rovnovážný tlak kapiláry: 1 199,679 Pa 
4.3.2 Měření povrchového napětí Du Noüyho kroužkem 
Měření povrchového napětí Du Noüyho kroužkem se řadí mezi odtrhávací metody. Principem 
metody je měření síly potřebné k odtržení tenkého prstence (metoda Du Noüyho) nebo tenké 
destičky (Wilhelmyho metoda) od fázového rozhraní vhodně uzpůsobenými analytickými 
váhami, váhami torzními nebo nejlépe elektrováhami. Odtrhávací metody jsou rychlé, dobře 
použitelné k měření jak povrchového, tak mezifázového napětí kapalina-kapalina [54]. 
Pro měření byl používán tenziometr KSV Sigma 700 (Obr. 12).  K měření povrchového 
napětí byl používán platinový/iridiový kroužek, o poloměru 9,545 mm. [55]. 
 
Obr. 12: Tenziometr KSV Sigma 700 [54] 
4.3.3 Měření dynamického rozptylu světla - Zetasizer Nano ZS 
Přístroj Zetasizer Nano ZS (Obr. 13) poskytuje možnost měřit tři charakteristiky částic nebo 
molekul v kapalném mediu. Tyto tři základní parametry jsou velikost částic, potenciál zeta 
a molekulová váha. Uvedené parametry se mohou měřit v širokém rozsahu koncentrací. 
Systém Zetasizer může také provádět měření autotitrace a měření trendů, včetně stanovení 
bodu tání proteinů.  
 
Obr. 13: Přístroj Zetasizer Nano ZS [56] 
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 Systém DLS se skládá ze šesti hlavních komponent (Obr. 14). První je laser (1), který se 
používá pro zajištění zdroje světla pro osvětlení částic vzorku uvnitř cely (2). Většina 
laserových paprsků prochází přímo skrz vzorek. Některé jsou rozptýlené částicemi ze vzorku. 
Pro měření intenzity rozptýleného světla se používá detektor (3). Vzhledem k tomu, že částice 
rozptylují světlo ve všech směrech, je „teoreticky“ možné umístit detektor do libovolné 
polohy, aniž by přestal stále detekovat rozptyl. Poloha detektoru vůči vzorku je v úhlu 173 °. 
Měří se tedy zpětný rozptyl a dopadající paprsek nemusí procházet celým vzorkem. Tím, že 
světlo prochází kratší optickou dráhou vzorku, lze měřit vyšší koncentrace vzorku. To 
zmenšuje efekt známý jako mnohonásobný rozptyl, kde rozptýlené světlo z jedné částice je 
samo rozptýlené jinými částicemi. Je-li detekováno příliš mnoho světla, pak se detektor stane 
přetížený. Ke snížení intenzity laseru i snížení intenzity rozptylu slouží součástka přístroje 
zvaná „zeslabovač“ (4). Signál intenzity rozptylu pro detektor projde na desku digitálního 
zpracování signálu, nazývanou korelátor (5). Ten srovnává intenzitu rozptylu v krátkých 
po sobě jdoucích časových intervalech, aby odvodil rychlost, kterou se intenzita mění. Tato 
informace korelátoru přejde do počítače (6), kde speciální software Zetasizeru analyzuje data, 
z kterých získává informace o velikosti částic [57]. 
 
 
Obr. 14: Schéma Zetasizer Nano ZS (DLS)[57] 
4.3.4 UV/VIS spektrometr Hitachi U-3900H 
Spektrofotometr Hitachi U-3900H (Obr. 15) je schopen analyzovat širokou škálu vzorků 
od kapalných až po pevné[58, 59]. 
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Obr. 15: Přístoj UV/ VIS spektometr Hitachi U-3900H[58] 
 Jedná se o počítačem kontrolovaný systém, který umožňuje srovnávání jednotlivých 
měření. Hlavní výhoda tkví v tom, že má stabilní dvoupaprskový optický systém. V závislosti 
na měření může přístroj přepínat vlnovou délku ze dvou světelných zdrojů – WI lampy 
(viditelná oblast) a D2 lampy (UV oblast). Dvoupaprskový optický systém je přizpůsoben 
pro zajištění stabilního měření, ve kterém je monochromatický paprsek zvolen monochro-
mátorem a je rozdělen na referenční paprsek a vzorkový paprsek rotačním zrcátkem (Obr. 
16). Difrakční mřížka je užita před vstupní štěrbinou. Další výhodou je, že přístroj umožňuje 
měření s širokým rozsahem absorbancí (od −5,5 do 5,5) při nízkém rozptýlení světla 
(0,000 25 % nebo méně) a nižší hlučnosti. Dají se měřit i vysoce koncentrované roztoky [58, 
59]. 
 
 
Obr. 16: Schéma UV/VIS spektrofotometru Hitachi U-3900H [59] 
4.3.5 Optický mikroskop Nikon ECLIPSE E200 
Mikroskop je využíván při analýze přítomnosti částic ve vzorcích. Je velmi kvalitní, stabilní, 
odolný proti vibracím, které jsou nepřítelem jakéhokoliv pozorování. Díky fázovému 
kontrastu umožňuje pozorování nejen v tmavém, ale i světlém poli, dokonce i polarizovaném 
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světle. Nedochází zde k teplotním změnám chromatičnosti. Zvětšení je pozorovatelné 40krát 
až 1500krát. Optický mikroskop (Obr. 17) dokáže vyhodnotit i nepravidelné částice a vlákna. 
Pro zlepšení kvality obrazu slouží sada optických filtrů. Přístroj je spolehlivý do 80% vlhkosti 
a do 30 °C [60,61]. 
 
 
Obr. 17: Optický mikroskop Nikon ECLIPSE -E200 [60] 
4.4 Postupy měření 
4.4.1 Bublinový tlakový tenziometr 
Pro měření povrchového napětí pomocí bublinového tenziometru BPA-800P byly využity dva 
rozdílné experimenty - standard time a constant time experiment. Pro čištění a kontrolu 
funkčnosti byla jako blank použita destilovaná voda. Ta byla vždy měřena na začátku měření, 
při výměně vzorku a na konci měření. Ke kalibraci přístroje dochází automaticky 
před každým měřením. Všechna měření byla prováděna při laboratorní teplotě (přibližně 
23 °C). U všech vzorků byly proměřeny všechny tři experimenty třikrát pro zjištění statistiky.  
4.4.1.1 Standardní experiment 
Standardní experiment umožňuje uživateli zvolit maximální dobu života bubliny. Přístroj je 
zkonstruován tak, že dává postupná data od minimální doby života bubliny (okolo 10 ms) 
po námi zvolenou. Aby tenziometr ke zvolené hodnotě dospěl, je nutné zvolit ještě maximální 
dobu trvání experimentu. Po uplynutí tohoto času byl experiment bez dalšího vnějšího zásahu 
automaticky zastaven. Pro měření byla vždy zvolena maximální doba trvání experimentu 
25 minut a maximální doba života bubliny 30 s. Doba života bubliny 30 s je pro tenziometr 
BPA-800P limitní.  
4.4.1.2 Experiment za konstantního času 
Tento měřicí režim umožňuje měřit dynamické povrchové napětí s pevnou dobou života 
bubliny nastavenou uživatelem. V tomto případě pneumatický systém zařízení drží rychlost 
toku vzduchu konstantní po celou dobu experimentu. Tedy i výsledné povrchové napětí by 
mělo být konstantní. Tato situace ale během skutečného měření nenastává. Hodnoty se vždy 
pohybují kolem určité hodnoty povrchového napětí. Navíc i výrobci udávají přesnost přístroje 
s určitou odchylkou.  
 Maximální doba života, kterou lze nastavit, je 5 s, ale pro naše experimenty byla využívána 
maximálně doba 4 s. Kromě této vysoké hodnoty byla dále sledována i nízká doba 0,125 s. 
Mimo volby doby života bubliny bylo možné nastavit i měřící periodu (opakování doby 
měření). Ta znázorňuje pauzu zařízení po skončení aktuálního měření s přítomnou časovou 
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periodou. Po této pauze začíná nové měření. Celý experiment musel být zastaven manuálně, 
po dosažení potřebného počtu dat.  
4.4.2 Měření povrchového napětí Du Noüyho kroužkem 
Pro měření povrchového napětí Du Noüyho kroužkem je potřeba mít alespoň 20 ml vzorku. 
Před započetím měření byla provedena kalibrace pomocí závaží, které bylo připevněno 
na háček tenziometru pomocí pinzety. Po kalibraci byl zvolen vhodný typ měření (měření 
jedné síly křivky s metodou Du Noüyho kroužku) a kroužek byl připevněn na háček. 
Při změně vzorku a po skončení celého měření byl kroužek z přístroje sundán, opláchnut 
vodou a následně byl vypálen nad plamenem.  
4.4.3 Porovnání metod měření povrchového napětí 
Zatímco bublinový tenziometr měří povrchové napětí na vznikajících bublinách uvnitř 
roztoku, kroužek měří povrchové napětí na povrchu roztoku. Tyto dvě metody se tedy nedají 
zcela porovnat a i výsledná povrchová napětí se ve většině případů liší. Dá se ale určit, která 
látka je povrchově aktivní a která nikoli.  
 U metody maximálního přetlaku v bublině hrají velkou roli teplota a tlak měření. Druhá 
metoda (odtrhávací) bývá zase náchylná k průvanu a povrchu roztoku – jeho homogenitě. 
Z tohoto důvodu obvykle vychází některá měření „lépe“ pro jednu metodu, jiná pro druhou. 
Oba dva přístroje mají určité detekční a reprodukovatelné limity. 
4.4.4 Měření dynamického rozptylu světla - Zetasizer Nano ZS 
Vlastní měření probíhalo na přístroji Zetasizer Nano ZS, jenž měří zpětný rozptyl. K měření 
byly používány průtočné a skleněné (hranaté) kyvety, které byly následně porovnávány.  
 Vzorek ve vialce byl před měřením nejprve ručně protřepán. Pak byl z vialky přelit 
do požadované kyvety tak, aby v ní nebyla žádná bublina. Kyveta byla následně vložena 
do přístroje. Byly nastaveny parametry měření, případně přejmenován vzorek a bylo spuštěno 
měření. Pro každý roztok byla provedena tři měření po třech opakováních, přičemž pro každé 
měření byl vzorek vyměněn. Při každé výměně vzorku byla kyveta vypláchnuta nejprve 
destilovanou vodou, pak ethanolem a nakonec byla vyfoukána vzduchem.  
 K měření dynamického rozptylu světla pro zjištění velikosti částic SonoVue® byla použita 
i experimentální míchací infuzní pumpa (2.7.2). K měření na Zetasizer Nano ZS byla využita 
průtočná kyveta, která byla jednou hadičkou připojena na injekční stříkačku umístěnou 
v infuzní pumpě a druhá hadička sloužila jako odpadní. Před každým měřením byl do kyvety 
vstříknut postupně objem 0,3 ml vzorku a bylo spuštěno měření. Každé měření se skládá 
ze třech opakování, Celá funkce pumpy byla řízena přes její dálkové ovládání. Pumpa 
zajišťovala kontinuální promíchávání vzorku.  
4.4.5 Měření vzlínání mikrobublin pomocí UV/VIS spektrometru Hitachi U-3900H 
Příbalová informace komerční látky SonoVue® [14] doporučuje použít přípravek do 6 hodin 
od roztřepání do suspenze. Z důvodu zjištění, zda tato doba opravdu odpovídá nebo bude 
vzlínání mikrobublin rychlejší či pomalejší, bylo provedeno vlastní měření. K měření byl 
využit UV/VIS spektrometr Hitachi U-3900H, na němž byl měřen rozptyl světla. Byla měřena 
absorbance ve zvoleném rozsahu vlnových délek 200–800 nm. 
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 Po nastavení všech parametrů sloužila voda jako blank. Vzorek SonoVue® byl připraven 
podle návodu v příbalové informaci přípravku [14]. Ze začátku se měření provedeno zhruba 
po 2 minutách. Poté se byl čas prodlužován na 5, 10 a 20 minut. 
4.4.6 Měření na optickém mikroskopu Nikon ECLIPSE E200 
Přístroj Zetasizer Nano ZS měří pomocí dynamického rozptylu světla velikost částic. 
Z důvodu, aby se zjistilo, zda připravené roztoky opravdu obsahovaly mikrobubliny, bylo 
provedeno několik pozorování na optickém mikroskopu Nikon ECLIPSE E200. 
 Sledovaný vzorek byl nejprve řádně promíchán a pak byl mikropipetou nadávkován 
na podložní sklíčko. Opatrně byl vložen pod objektiv mikroskopu a byl pozorován 
při čtyřicetinásobném zvětšení. Nalezené mikrobubliny byly následně zaznamenány 
vyfocením a uloženy ve formátu .jpg. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE  
5.1 Tenziometr BPA-800P 
V této kapitole jsou diskutovány výsledky měření povrchového napětí bublinovým 
tenziometrem. Jsou zde ukázány výsledky povrchového napětí samotných fosfolipidů, 
fosfolipidů s přidaným PEG 4 000, samotným PEG 4 000 a případně jeho další molekulové 
hmotnosti. V neposlední řadě zde jsou uvedeny výsledky pro roztoky připravené v prostředí 
PBS, roztoky připravované pod atmosférou dusíku a za zvýšené teploty ve fázi odpařování 
chloroformu. 
5.1.1 Měření povrchového napětí fosfolipidů 
V bakalářské práci [52] byly studovány vlastnosti fosfolipidů, s jedním a se dvěma hydrofo-
bními řetězci, ve srovnání s komerčním přípravkem SonoVue®, pro porovnání vlivu struktury 
fosfolipidů na povrchovou aktivitu. Studovanou vlastností bylo povrchové napětí, protože se 
předpokládalo, že fosfolipidy v roztoku by měly vykazovat snížení povrchového napětí [1, 8, 
12]. Konkrétně byly studovány lecitin (L-α-phosphatidylcholine), tetradecyl phosphocholine 
(TDPCH), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DPGPEA), 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DPPC) a hexadecylphosphocholine (HDPCH). U všech 
fosfolipidů byla zvolena koncentrace 50 mg na 10 ml fyziologického roztoku. S přípravou 
fosfolipidů s jedním hydrofobním řetězcem (TDPCH a HDPCH) nebyly žádné potíže 
a docházelo u nich ke snížení povrchového napětí. U ostatních fosfolipidů se dvěma 
hydrofobními řetězci byly problémy s přípravou (tvořily se shluky) a nebyly povrchově 
aktivní. Jejich povrchová aktivita byla blízká povrchové aktivitě rozpouštědla. 
 Jedním z hlavních cílů  diplomové práce byla příprava mikrobublinové suspenze ze směsi 
fosfolipidů, kosurfaktantu a ochranného polymeru. Nejdříve bylo nutné zvolit si na trhu 
dostupný přípravek mikrobublinové suspenze, zjistit jeho složení a vhodně zvolenou metodou 
na základě literární rešerše připravit zvolenou mikrobublinovou suspenzi. Zvoleným 
komerčním přípravkem bylo SonoVue®, u nějž bylo zjištěno složení (4.2.2). Dalším krokem 
bylo zvolení vhodné metody přípravy mikrobublinové suspenze a porovnání vlastností námi 
připravené suspenze s komerčním přípravkem SonoVue®. 
 Jako první byly charakterizovány samotné složky systému. V prvé řadě se pracovalo 
s fosfolipidy (distearoylfosfatidylcholin (DSPC) a dipalmitoylfosfatidylglycerol sodný 
(DPPG.Na)) v návaznosti na bakalářskou práci [52]. Byly připraveny roztoky o zvolené 
celkové koncentraci roztoku 50 mg/10 ml u nichž byla zjišťována povrchová aktivita. 
Při měření povrchového napětí na bublinovém tenziometru ovšem nebylo dosaženo 
očekávaného snížení povrchového napětí, ale stejně jako u fosfolipidů se dvěma 
hydrofobními řetězci  měřených v bakalářské práci [52], byly hodnoty povrchového napětí 
blízké hodnotám povrchového napětí prostředí 0,15M NaCl, tj. kolem 72 mN/m (Obr. 18).  
 Dále byly zkoušeny ještě koncentrace roztoku 10 mg/10 ml, 100 mg/10 ml, 1000 mg/10 ml 
a v poslední řadě i koncentrace fosfolipidů v přípravku SonoVue®, tj. 0,38 mg/10 ml. 
Všechny výsledky vycházely obdobně, hodnoty povrchového napětí se pohybovaly v rozmezí 
75–72 mN/m. Povrchová aktivita samostatných fosfolipidů se tedy neprokázala. Pro ukázku 
je zde uveden graf závislosti povrchového napětí na době života bubliny pro fosfolipidy 
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DSPC a DPPG.Na o koncentraci 50 mg/10 ml (Obr. 18). V tomto případě jsou hodnoty 
povrchového napětí fosfolipidů v rozsahu přibližně 72,8 až 73,2 mN/m. 
 
 
Obr. 18: Povrchové napětí fosfolipidů DSPC a DPPG.Na 50 mg/10 ml pro tlife = 4 a 0,125 s 
5.1.2 Měření povrchového napětí vzorků fosfolipidů s různým obsahem PEG 
Dalším zvoleným krokem bylo namíchat vlastní mikrobublinovou suspenzi, podle zjištěného 
složení komerčního přípravku SonoVue® a porovnat jeho povrchovou aktivitu s aktivitou 
SonoVue®. K tvorbě mikrobublinové suspenze byl použit standardní postup (4.2.2.1) s celou 
koncentrační řadou PEG. 
 Výsledkem měření povrchového napětí vlastní mikrobublinové suspenze (Obr. 19) bylo 
zjištění, že povrchové napětí klesalo s rostoucí koncentrací polyethylenglykolu v roztoku, jak 
pro dobu života bubliny 0,125 s, tak pro  4 s, a ve všech případech byla projevena povrchová 
aktivita. Zároveň lze vidět, že při porovnání s komerčním přípravkem SonoVue® měla vlastní 
mikrobublinová suspenze mnohem nižší (řádově jednotky) povrchové napětí pro koncentraci 
PEG 25 mg/5 ml, přestože se očekávaly stejné hodnoty. Tento rozdíl mohl být způsoben 
rozdílnými tlaky během měření jednotlivých roztoků. Zatímco pro SonoVue® se hodnoty 
pohybovaly kolem 991 Pa (0,125 s) a 983 Pa (4 s), tak pro vlastní mikrobublinou suspenzi 
(c = 25 mg/5 ml) to bylo 1 009 Pa (0,125 s) a 990 Pa (4 s). 
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Obr. 19: Porovnání povrchového napětí přípravku SonoVue® a vlastní  mikrobublinové suspenze 
obsahující DSPC, DPPG.Na, PA (o koncentraci odpovídající SonoVue®) a  různý obsah PEG 4 000  
5.1.3 Měření povrchového napětí samotného PEG 
Po namíchání a změření povrchového napětí vlastního mikrobublinového systému bylo 
zjištěno, že je povrchově aktivní a jeho aktivita se dá srovnávat s komerčním přípravkem 
SonoVue®. Přešlo se tedy k dalšímu cíli a to zjistit, která složka zajišťuje danou aktivitu. 
Předpokládalo se, že jí bude PEG 4 000, protože to byla jediná složka, která v systému měnila 
svoji koncentraci. 
 Z tohoto důvodu byla připravena koncentrační řada samotného PEG 4 000 jako 
v předchozím případě o koncentracích 5 mg/5 ml, 10 mg/5 ml, 15 mg/5 ml, 20 mg/5 ml 
a 25 mg/5 ml a bylo u ní změřeno povrchové napětí. Bylo zjištěno, že dochází k výraznému 
snížení povrchového napětí, k hodnotám odpovídajícím zhruba povrchovému napětí 
SonoVue®. Porovnáním (Obr. 20) hodnot povrchového napětí samotného PEG 4 000 a směsi 
fosfolipidů s PEG 4 000 bylo zjištěno, že jsou téměř totožné. Na základě uvedeného se dá 
usuzovat, že povrchové napětí komerční látky SonoVue® je dáno pouze přítomným 
polyethylenglykolem, který je zároveň majoritní složkou přípravku mikrobublin.  
  Na Obr. 21 jsou uvedeny výsledky standard time experimentu pro koncentrační řadu PEG 
4 000. Povrchové napětí klesá s dobou života bubliny v rámci dvou jednotek a zároveň klesá 
i s rostoucí koncentrací PEG. U vyšších dob života bubliny se začaly hodnoty překrývat 
a rozcházet. 
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Obr. 20: Porovnání povrchového napětí koncentrační řady samotného PEG a PEG s fosfolipidy 
   
 
Obr. 21: Povrchové napětí pro standard time experiment měřený pomocí bublinového tenziometru 
pro koncentrační řadu PEG 
 Vynese-li se závislost povrchového napětí PEG pro koncentraci 25 mg/5 ml na době života 
bubliny pro standard time experiment, lze vidět, že ve všech třech experimentech dochází 
pro nízké doby života bubliny k překryvu (Obr. 22). Překryv v tomto měření je vítaný, 
protože dokazuje správnost výsledků. Standard time experimenty se nedají průměrovat, ale 
pouze porovnávat, protože doby života bublin jednotlivých měření jsou ve většině případů 
odlišné a tyto rozdíly nastávají i v tlacích. U vyšších dob života bubliny dochází k výkyvům. 
Ty mohou být způsobeny částečným selháním přístroje, kdy není schopen plně udržet bublinu 
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pro danou dobu života bubliny. Dochází tedy především k výkyvům v tlacích. Kromě 
požadovaného překryvu došlo mimo jiné i k očekávanému poklesu povrchového napětí se 
vzrůstající dobou života bubliny.  
 
 
Obr. 22: Srovnání povrchového napětí pro standard time experiment měřený pomocí bublinového 
tenziometru pro PEG 4 000 pro c = 25 mg/5 ml 
5.1.4 Měření povrchového napětí PEG s různou molekulovou hmotností 
Dalším zvoleným cílem bylo zjistit, zda hraje v povrchové aktivitě polyethylenglykolu 
nějakou roli i jeho molekulová hmotnost. Přestože SonoVue® obsahuje PEG 4 000, 
v některých článcích pracují s PEG 2 000 [40, 46]. Pro tyto účely byly studovány povrchové 
vlastnosti PEG 600, 1 000, 1 500, 2 000 a 4 500. Po proměření koncentrační řady PEG 2 000 
(Obr. 23) byl vidět pokles povrchového napětí se zvyšující se koncentrací jak pro kratší, tak 
pro delší dobu života bubliny. Pouze pro koncentraci 20 mg/5 ml byl patrný mírný nárůst 
v povrchovém napětí a to hlavně pro 0,125 s. Nejpravděpodobněji došlo během měření 
k nárůstu tlaku a to se nepříznivě odrazilo i na povrchovém napětí. Pro názornost a ověření 
správnosti tvrzení byla vynesena závislost tlaku na koncentraci PEG 2 000 (Obr. 24). 
Ze zřejmé podobnosti obou grafů vyplývá, že vliv tlaku má na měření povrchového napětí 
zásadní vliv.  
 U všech molekulových hmotností bylo zjištěno, že se zvyšující se molekulovou hmotností 
klesá i povrchové napětí (Obr. 25), jak pro dobu života bubliny 0,125 s, tak pro dobu života 
bubliny 4 s. Tento pokles v povrchovém napětí platí i pro standardní experiment (Obr. 26), 
který se ukázal být pro tyto měření věrohodnější, protože zde nedochází tolik k výkyvům 
v tlacích během měření, ale postupně s rostoucí dobou života klesá. Ovšem i constant time 
experiment má své nezastupitelné místo, jelikož se pomocí něj dá navolit jedna sledovaná 
doba života bubliny, která se dá porovnávat mezi jednotlivými vzorky.  
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Obr. 23: Povrchové napětí koncentrační řady PEG 2 000 pro koncentrace v mg na 5 ml 
 
 
Obr. 24: Koncentrační řada PEG 2 000 v závislosti na tlaku, koncentrace jsou v mg na 5 ml 
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Obr. 25: Povrchové napětí constant time experimentu pro různé molekulové hmotnosti PEG měřených 
pomocí bublinového tenziometru 
 
 
Obr. 26: Povrchové napětí standardního experimentu pro různé molekulové hmotnosti PEG měřených 
pomocí bublinového tenziometru 
5.1.5 Měření povrchového napětí vzorků připravených v PBS, za různé teploty 
odpařování chloroformu a pod atmosférou dusíku při odpařování chloroformu 
Díky dostupné literatuře bylo zjištěno, že někteří autoři používali pro své mikrobublinové 
experimenty prostředí PBS (fosfátového pufru) místo námi používaného fyziologického 
roztoku (0,15M NaCl) [40, 46]. Dále bylo zjištěno, že odpařování rozpouštědla 
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(chloroform:methanol 5:1 či pouze chloroform) probíhá za zvýšené teploty (např. 37 °C) [40] 
a v některých případech ještě pod atmosférou N2 [46]. Z tohoto důvodu byla vyzkoušena nová 
příprava roztoků fosfolipidů. Roztoky obsahující fosfátový pufr (PBS) byly připravovány 
standardním způsobem, pouze prostředí 0,15M NaCl bylo nahrazeno PBS. Pro přípravu 
roztoků pod atmosférou N2 a za zvýšené teploty se využil postup uvedený v kapitole 4.2.2.3. 
 Z výsledných hodnot povrchového napětí pro roztoky s PBS (Obr. 27) lze vidět, že samotné 
PBS má vysoké povrchové napětí přibližně 72 mN/m. Tyto hodnoty povrchového napětí jsou 
srovnatelné s vodou či 0,15M NaCl. Po přídavku PEG 4 000 povrchové napětí výrazně klesá 
k hodnotám kolem 62 mN/m. Po přídavku fosfolipidů (složení odpovídající SonoVue®) 
ke směsi zůstává povrchové napětí bez dalšího vlivu stále u hodnoty přibližně 62 mN/m. To 
platí i v případě, že se roztok připravil pod atmosférou dusíku či při teplotě 37 °C ve fázi 
odpařování chloroformu. 
 
 
Obr. 27: Porovnání povrchové napětí roztoků v prostředí PBS, molekulová hmotnost PEG je 4 000 
 Porovnáním výsledných hodnot povrchového napětí roztoků PBS s hodnotou povrchového 
napětí PEG 4 000 ve fyziologickém roztoku, všech připravených na vzduchu při pokojové 
teplotě (Obr. 28), lze vidět, že hodnoty jsou téměř totožné až na čisté PBS, to je opět vysoké. 
Dalo by se říct, že prostředí PBS a NaCl neovlivňuje povrchovou aktivitu. 
 Pokud se ale vynese závislost povrchového napětí na době života bubliny roztoků pod N2 
a pro 37 °C v obou prostředích (Obr. 29), tak podle předchozích výsledků by se dalo 
očekávat, že hodnoty povrchového napětí pro roztoky v 0,15M NaCl a v PBS, budou stejné, 
ale není tomu tak. V uvedeném případě měření ukázalo, že povrchová napětí pro roztoky 
připravované za jiných podmínek než na vzduchu za pokojové teploty ve fázi odpařování 
chloroformu jsou nižší v PBS  než ve fyziologickém roztoku. 
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Obr. 28: Porovnání povrchového napětí PEG 4 000 v 0,15M NaCl s roztoky v prostředí PBS 
 
 
Obr. 29: Porovnání povrchového napětí roztoků v prostředí PBS nebo 0,15M NaCl připravených pod 
atmosférou dusíku a při zvýšené teplotě (37 °C) ve fázi odpařování směsi chloroform:methanol 
s roztokem připraveným za standardních podmínek 
 U roztoků připravených v 0,15M NaCl pod dusíkem a za zvýšené teploty ve fázi 
odpařování chloroformu (Obr. 30) nelze určit žádný trend. Zdá se, že hodnoty povrchového 
napětí se mění nahodile. Během měření docházelo k výrazným změnám v tlaku v jednotlivých 
experimentech. Všechny roztoky měly hodnoty povrchového napětí v rozmezí 62 až 
63 mN/m a vykazovaly povrchové napětí obdobné SonoVue®. Ze závislosti povrchového 
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napětí na době života bubliny pro standardní experiment (Obr. 31), je patrný určitý trend. 
Pro dusík jsou hodnoty nejvyšší, následují hodnoty pro teplotu 100 °C a pak 30 °C, 37 °C 
a nejnižší povrchové napětí má teplota 45 °C. Tedy se zvyšující se teplotou odpařování klesá 
povrchové napětí až do určité hodnoty. Teplota 100 °C je pro fosfolipidy nejspíše devastující 
a dochází ke strukturním změnám. Dále lze pozorovat, že pro vyšší doby života bublin začíná 
docházet k výkyvům v hodnotách povrchového napětí. Je to dáno nestabilitou tlaku přístroje 
v udržení požadované době života bubliny. 
 
Obr. 30: Povrchové napětí constant time experimentu roztoků připravených za různé teploty nebo pod 
atmosférou N2 ve fázi odpařování směsi chloroform:methanol měřených bublinovým tenziometrem 
 
Obr. 31: Povrchové napětí standardního experimentu roztoků připravených za různé teploty nebo pod 
atmosférou N2 ve fázi odpařování směsi chloroform:methanol měřených bublinovým tenziometrem 
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 V případě vynesení standardního experimentu i pro systémy v prostředí PBS (Obr. 32), 
zůstává hodnota povrchového napětí čistého PBS extrémně vysoká (nad 75 mN/m). Pokud by 
se vynesla s ostatními hodnotami, došlo by k jejich překryvu a nebylo by patrné, které roztoky 
jsou povrchově aktivnější. Z tohoto důvodu nejsou hodnoty čistého PBS vyobrazeny v grafu. 
Ze závislosti povrchového napětí na době života bubliny pro ostatní roztoky, lze vyčíst, že 
povrchové napětí klesá v pořadí PEG 4 000, fosfolipidy s PEG 4 000, 37 °C a dusík. 
U poklesu povrchového napětí se zvyšující se dobou života bubliny fosfolipidů s PEG 4 000 
dochází kolem hodnoty 62 mN/m ke zlomu a povrchové napětí je více konstantní. Podobný 
zlom se objevuje i u dusíku, ale u něj více konstantní hodnoty přecházejí na prudší průběh. 
Díky těmto změnám platí pro vyšší doby života bubliny pořadí klesajícího povrchového 
napětí fosfolipidy s PEG 4 000, PEG 4 000, dusík a 37 °C. 
 
 
Obr. 32: Povrchové napětí standard time experimentů měřených bublinovým tenziometrem pro vzorky 
v prostředí PBS 
5.2  Tenziometr KSV Sigma 700 
Tenziometr KSV Sigma 700Vzhledem ke skutečnosti, že u měření povrchového napětí 
pomocí bublinového tenziometru BPA-800P docházelo občas k výkyvům v tlacích či změně 
teploty a výsledky pak nešly porovnávat, byla zvolena druhá srovnávací metoda měření 
povrchového napětí pomocí kroužku přístrojem KSV Sigma 700.  
5.2.1 Měření povrchového napětí fosfolipidů 
Prvním krokem bylo měření samotných fosfolipidů, aby se zjistilo, zda jsou povrchově 
aktivní. Byly nachystány tři vzorky standardním způsobem (4.2.2). Jeden byl roztok DSPC, 
druhý DPPG.Na a třetí byl směsný DSPC a DPPG.Na.  Většinou jsou výsledky zatíženy 
určitou chybou. Tato chyba se může týkat přímo roztoku, jako je např. nečistota v roztoku, 
nehomogenní povrch roztoku s následkem utržení kroužku, nebo může být náhodná chyba 
s následkem utržení kroužku (průvan ze dveří, rychlé projití kolem přístroje). 
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Při měření fosfolipidu DSPC došlo několikrát k odtržení kroužku a výsledné hodnoty měly 
větší rozptyl (Obr. 33). Pro názornost jsou u tohoto roztoku výsledné hodnoty povrchového 
napětí propojeny, aby bylo lépe patrné, kdy se kroužek odtrhl. Hodnoty povrchového napětí 
jsou vysoké a ne zcela shodné. Fosfolipid DPPG.Na má změřených vzorků nejnižší hodnoty 
povrchového napětí a DSPC nejvyšší. Směsný roztok má povrchové napětí mezi nimi. 
Zároveň je na tomto grafu vidět, že fosfolipidy ze SonoVue® mají o něco nižší povrchové 
napětí než je povrchové napětí rozpouštědla (0,15M NaCl), jehož hodnota je kolem 73 mN/m. 
Jejich povrchová aktivita není ovšem natolik nízká, aby pokryla nároky na povrchovou 
aktivitu SonoVue® (kolem 53 mN/m). 
 
 
Obr. 33: Povrchové napětí měřené pomocí kroužku fosfolipidů ze SonoVue® srovnaných s povrchovým 
napětím 0,15M NaCl a SonoVue® 
5.2.2 Měření povrchového napětí PEG s různou koncentrací 
Pomocí bublinového tenziometru BPA-800P bylo zjištěno, že povrchovou aktivitu 
v SonoVue® pravděpodobně vytváří její nejvýraznější složka Makrogol 4 000. Pomocí 
kroužku bylo toto tvrzení ověřováno. Byla provedena měření roztoků koncentrační řady 
PEG 4 000.  
 Výsledkem byl očekáváný pokles povrchového napětí na základě rostoucí koncentrace 
(Obr. 34). Nutné je ale říci, že rozdíl mezi nejnižší a nejvyšší hodnotou je pouze 1 mN/m. 
Toto měření bylo provedeno 2krát pro každý roztok, přičemž starší roztoky měli nižší 
hodnoty povrchového napětí než hodnoty čerstvých roztoků. Dá se tedy uvažovat, že doba 
stání vzorků hraje také důležitou roli v hodnotách povrchového napětí. 
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Obr. 34: Hodnoty povrchového napětí v čase pro koncentrační řadu PEG 4 000 měřených kroužkem 
5.2.3 Měření povrchového napětí PEG s různou molekulovou hmotností 
V dalším kroku byly proměřeny na kroužku roztoky polyethylenglykolů o různé molekulové 
hmotnosti.Pro každou molekulovou hmotnost PEG byl připraven roztok o koncentraci 
25 mg/5 ml a u čistého PEG 2 000 byla připravena celá koncentrační řada, aby se daly 
porovnat výsledky s bublinovým tenziometrem.  
  
 
Obr. 35: Hodnoty povrchového napětí v čase pro koncentrační řadu PEG 2 000 měřená kroužkem 
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 Vynesením závislosti povrchového napětí na čase měření pro koncentrační řadu 
PEGu 2 000 je patrné, že povrchové napětí klesá s rostoucí koncentrací (Obr. 35). Pouze 
pro koncentrace 10 mg a 15 mg dochází v první fázi měření k překryvu hodnot. 
  Porovnáním výsledných hodnot povrchového napětí pro PEG o různé molekulové 
hmotnosti (Obr. 36) se nedošlo k zcela očekávaným výsledkům. U bublinového tenziometru 
bylo zjištěno, že povrchové napětí klesá se vzrůstající molekulovou hmotností (Obr. 25, Obr. 
26). Hodnoty zjištěné pomocí kroužku tomuto trendu zcela neodpovídají. Nejvyšší hodnoty 
sice vykazuje PEG 600, po něm následuje PEG 1 000, ale ten se již překrývá s PEG 2 000. 
Tento překryv je způsobený tím, že povrchové napětí měřené kroužkem pro PEG 1 000 
nebylo zcela konstantní, ale v průběhu času měření postupně klesalo. Ovšem i tak byl 
předpoklad, že mezi PEG 1 000 a 2 000 bude ještě PEG 1 500. Ten je ovšem až 
pod PEG 4 000. Nejnižších hodnot povrchového napětí dosahuje PEG 4500, který byl 
v případě bublinového tenziometru téměř totožný s PEG 4 000.  
 
 
Obr. 36: Povrchové napětí měřené kroužkem pro PEG o různé M 
5.2.4 Měření povrchového napětí roztoků připravených v PBS, za různé teploty 
odpařování chloroformu a pod atmosférou dusíku při odpařování chloroformu 
Kromě roztoků v prostředí 0,15M NaCl byly proměřeny i roztoky v prostředí PBS. Těmito 
roztoky byly – čisté PBS, PBS s PEG 4 000, PBS s PEG 4 000  a s fosfolipidy. Dále pak ještě 
dva roztoky PBS s PEG 4 000 a s  fosfolipidy připravené pod dusíkem a při 37 °C ve fázi 
odpařování chloroformu. Hodnoty povrchového napětí byly pro čistý PBS nejvyšší, téměř 
75 mN/m (Obr. 37). Dále byly nižší hodnoty kolem 60 mN/m, roztoku PEG v prostředí PBS, 
jehož následuje roztok s fosfolipidy. Nakonec kolem 45 mN/m si konkurují roztoky 
připravené pod N2 a při 37 °C, což by mohlo znamenat, že ve fázi odpařování chloroformu 
za jiných podmínek než okolního prostředí, dochází k jistým změnám, jejichž výsledkem je 
výraznější pokles v povrchovém napětí 
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Obr. 37: Povrchové napětí roztoků v prostředí PBS měřených kroužkem 
 Výsledné hodnoty roztoků připravených pod dusíkem a při různé zvýšené teplotě ve fázi 
odpařování chloroformu nejsou opět zcela totožné (Obr. 38) s výsledky povrchového napětí 
naměřených pomocí bublinového tenziometru (Obr. 30). U bublinového tenziometru bylo 
sestupné povrchového napětí v pořadí dusík, 100 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C. V tomto případě 
má 100 °C nejvyšší hodnotu ze všech teplot. Poté nenásleduje 30 °C, ale 37 °C a 45 °C. 
Pod nimi je dusík a pod ním je ještě teplota 30 °C. V tomto případě se nedá s určitostí říci, co 
je hlavní příčinou zpřeházení výsledků oproti bublinovému tenziometru. 
 
 
Obr. 38: Povrchové napětí roztoků připravených pod N2 a při různé teplotě změřené kroužkem 
  
53
  
 
Obr. 39: Porovnání hodnot povrchového napětí roztoků v prostředí PBS a 0,15M NaCl měřených 
kroužkem 
 Porovnají-li se roztoky v prostředí PBS s roztoky v prostředí fyziologického roztoku (Obr. 
39), tak roztoky v PBS mají jednoznačně o něco nižší povrchové napětí. Výjimku tvoří jen 
roztok fosfolipidů s PEG 4 000, v tomto případě jsou povrchová napětí vyrovnaná, a roztoky 
samotných prostředí, kdy 0,15M NaCl má povrchové napětí o pár jednotek nižší než roztok 
fosfátového pufru. Přestože u bublinového tenziometru to vypadalo, že tyto dvě zvolená 
prostředí nehrají roli, tak pomocí kroužku se ukazuje, že prostředí PBS má pravděpodobně 
vliv na povrchové napětí rozpuštěného systému.  
5.3 Měření dynamického rozptylu světla 
Velikost částic hraje důležitou roli v medicíně. Například kontrastní látky, které se mají 
podávat člověku, musí mít příslušnou velikost, aby nezpůsobily imunitní odpověď těla. 
K jejímu zjišťování se v této práci používal přístroj ZetaSizer Nano ZS, který měří dynamický 
rozptyl světla. Je vhodný pro měření velikosti částic disperzí, ze kterých pak vznikají 
následnými metodami mikrobubliny. 
5.3.1 Měření DLS fosfolipidů v různých kyvetách 
V těchto experimentech byla měřena velikost částic připravených roztoků samotných 
fosfolipidů ze SonoVue® v různých poměrech. Zjišťovalo se, zda dochází k nějakým změnám, 
jak v průběhu času, tak mezi jednotlivými roztoky. Tato měření byla prováděna v průtočných 
a skleněných (hranatých) kyvetách, aby se zjistilo, zda má na měření vliv i nádoba obsahující 
roztok.  
5.3.1.1 Měření DLS fosfolipidů v průtočné kyvetě 
Od každého vzorku bylo získáno celkem 9 měření. Ve všech případech měření docházelo 
k přeskupování vzorku a tedy k posunu maxim.  
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 Pro lepší přehlednost bylo zvlášť vyneseno porovnání roztoků fosfolipidů připravených 
v poměru 1:1 a samostatných fosfolipidů (Obr. 40) a pak dále roztoky v dalších poměrech 
(Obr. 41). U roztoků v poměru 1:1 je také zobrazeno SonoVue®, ve kterém se fosfolipidy 
rovněž nacházejí v poměru 1:1. Fosfolipidy v poměru 1:1 a ty samé s palmitovou kyselinou 
mají distribuce velikosti přibližně stejné kolem 650 nm. Směs fosfolipidů má maximum 
distribuce velikosti částic posunuto k menšímu průměru (450 nm) a SonoVue® je mezi nimi 
(přibližně 500 nm). Samostatné fosfolipidy jsou s maximem naopak posunuty k vyšším 
hodnotám velikosti. Pro DPPG.Na bylo maximum přibližně 750 nm a pro DSPC okolo 
1 300 nm. Zbývající fosfolipidy připravené v dalších poměrech (Obr. 41) vykazují téměř 
stejné maximum kolem 650 nm až na vzorek 1:4, který je lehce posunut (550 nm). Drobná 
odchylka mohla být způsobena přeskupením látky. 
 
 
Obr. 40: Distribuční funkce velikosti fosfolipidů samotných a v poměru 1:1 v průtočné kyvetě měřená 
pomocí DLS 
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Obr. 41: Distribuční funkce velikosti fosfolipidů v poměru jiném než 1:1v průtočné kyvetě měřená 
pomocí DLS 
5.3.1.2 Měření DLS fosfolipidů ve skleněné kyvetě 
Hodnoty dynamického rozptylu byly pro roztoky fosfolipidů měřených ve skleněné kyvetě 
vyhodnoceny stejně jako v průtočné kyvetě. U jednotlivých měření docházelo k přeskupování 
vzorku a tedy k posunu maxim distribuce velikosti. Při porovnání všech měřených vzorků 
mezi sebou (Obr. 42) je patrné, že roztoky vykazují polydisperzní chování. Nejvíc 
polydisperzní chování vykazuje DPPG.Na, který vykazuje tři maxima. Nejvyšší bylo kolem 
6 000 nm, druhé kolem 1 200 nm a třetí nejnižší kolem 200 nm. 
 
Obr. 42: Distribuční funkce velikosti pro všechny vzorky ve skleněné kyvetě měřená pomocí DLS 
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5.3.2 Měření DLS SonoVue® s experimentální míchací infúzní pumpou 
Pro vzorek SonoVue® byla k DLS připojena ještě infuzní pumpa. Všechny výsledky maxim 
distribuce velikosti částic SonoVue® byly posunuty. Pohybovaly se kolem hodnoty 650 nm. 
Tyto posuny jsou dány převážně vzlínáním mikrobublin (Obr. 43). 
 
 
Obr. 43: Distribuční funkce velikosti SonoVue® měřená pomocí DLS 
5.3.3 Měření DLS fosfolipidů s PEG o různé molekulové hmotnosti 
Základem tohoto experimentu byl předpoklad, že se zvyšující se molekulovou hmotností by 
se měla zvětšovat i velikost vznikajících mikrobublin. Všechny vzorky obsahovaly PEG 
o různé molekulové hmotnosti (600, 1 000, 1 500, 2 000, 4 000, 4 500 g/mol), fosfolipidy 
DPPG.Na a DSPC a kyselinu palmitovou. Koncentrace ve vzorku odpovídala komerčnímu 
přípravku SonoVue®. V některých případech docházelo k mnohonásobnému rozptylu, jehož 
negativní vliv na měření byl částečně eliminován posuvem polohy paprsku, respektive 
snímané oblasti ve vzorku blíže ke stěně kyvety. 
 Z jednotlivých výsledků měření bylo zjištěno, že žádný roztok nevykazoval pouze jedno 
maximum, ale měl jich hned několik nebo se jednalo pouze o posuny v rámci několika 
měření. Navíc se měřením dynamického rozptylu světla nepotvrdil předpoklad růstu 
distribuce velikosti při růstu molekulové hmotnosti (Obr. 44), jak je zde pro názornost 
ukázáno. Během měření docházelo k fázové separaci vzorku a distribuce se v čase od sebe 
mírně lišily.  
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Obr. 44: Porovnání distribuční funkce PEG o různé molekulové hmotnosti měřená pomocí DLS 
 Dále byl ještě připraven a změřen roztok PEG 4 000 v PBS (Obr. 45). Tento vzorek byl 
proměřen 12krát kvůli agregátům přítomným v roztoku. I přes větší množství proměření se 
u tohoto roztoku nedosáhlo jednotného maxima. Porovnání tohoto roztoku s roztokem PEG 
4 000 v 0,15M NaCl nemá smysl, protože se distribuce velikosti částic zvětšila pro roztok 
v PBS díky obsahu shluků. Zatímco maximum roztoku v NaCl se pohybovalo kolem 400 nm, 
tak pro roztok v PBS bylo maximum přes 1 000 nm. 
 
 
Obr. 45: Distribuční funkce velikosti fosfolipidů s PEG 4 000 v prostředí PBS měřená pomocí DLS 
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5.3.4 Měření DLS fosfolipidů s PEG za různé teploty odpařování chloroformu 
a pod atmosférou dusíku při odpařování chloroformu 
Velikost mikrobublin může ovlivnit i teplota přípravy či jiné prostředí odpařování 
než vzduch. Pro ověření byl změřen dynamický rozptyl světla pro vzorky připravené 
při 30 °C, 37 °C (v NaCl a v PBS), 45 °C, 100 °C a pod N2 v PBS i NaCl ve fázi odpařování 
chloroformu. Všechny vzorky byly proměřeny devětkrát. Vzorky připravené při 30 °C, 37 °C, 
45 °C a pod N2 vykazují kromě dvou nízkých maxim distribuce velikosti částic ještě jedno 
maximum kolem 5 500 nm (Obr. 46). Roztok připravovaný při 100 °C toto vysoké maximum 
nemá a oproti ostatním vzorkům má jediné maximum kolem 400 nm. Dále roztoky v PBS 
připravované při 37 °C a pod N2 mají zcela odlišné hodnoty maxima distribuce velikosti 
částic mikrobublin. Pro 37 °C je hodnota maxima kolem 3 500 nm a pro dusík kolem 
1 250 nm. Stejně jako v předchozích případech se dá říci, že vzorky jsou příliš polydisperzní 
a pro měření dynamického rozptylu světla proto nejsou zcela vhodné. 
 
 
Obr. 46: Porovnání distribuční funkce velikosti fosfolipidů s PEG 4 000 - různá příprava měřená 
pomocí DLS 
5.4 UV/VIS spektrometr Hitachi U-3 900H 
Speciálním cílem bylo zjistit, jak moc jsou mikrobubliny v komerčním přípravku SonoVue® 
stabilní. Pomocí UV/VIS spektrometru bylo zjišťováno, za jakou dobu dojde k vyvzlínání 
mikrobublin ve vzorku. Tento experiment byl také proveden z důvodu ověřování výsledků 
z měření dynamického rozptylu světla, kdy distribuce velikosti částic byla nejednotná v čase. 
Pravděpodobně tomu bylo z důvodu fázové separace, resp. vzlínání mikrobublin. 
5.4.1 Měření rozptylu SonoVue® 
Na začátku měření byla absorbance vysoká, sahala až k hodnotě 3. Postupně však klesala. 
Nejdříve klesala velmi rychle a měřilo se každé dvě minuty. S postupem času začala 
absorbance klesat pomaleji. Měření probíhalo až do dosažení ustanovení rovnováhy. Všechny 
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mikrobubliny vyvzlínaly a absorbance se dále neměnila. Celkově došlo k vyvzlínání 
po 6 hodinách měření, to je v čase, kdy je doporučeno přípravek použít nejpozději. Celý tento 
průběh lze sledovat vyobrazením závislosti absorbance na čase měření pro vybranou vlnovou 
délku 500 nm (Obr. 47). Z něj lze krásně vidět počáteční prudký pokles absorbance, pak jeho 
volnější průběh až do zastavení. Drobný výkyv před koncem v podobě zvýšení absorbance, 
může znamenat poslední hromadné uvolnění mikrobublnin z roztoku. SonoVue® prošlo 
i vizuální změnou. Čerstvě připravená suspenze SonoVue® měla bílý zákal a po provedení 
měření na UV/VIS spektometru se stala čirou kapalinou.  
 
 
Obr. 47: Závislost absorbance na čase měření pro vlnovou délku 500 nm měřená pomocí UV/VIS 
spektrometru 
5.5 Měření na optickém mikroskopu Nikon ECLIPSE Ci 
Na optickém mikroskopu byly pozorovány vzorky fosfolipidů s PEG o různé molekulové 
hmotnosti se složením odpovídajícím komerčnímu přípravku SonoVue®. U všech vzorků byla 
potvrzena existence mikrobublin a pro ukázku jsou zde ukázány tři snímky pro molekulovou 
hmotnost polyethylenglykolu 1 000. Přestože se jedná o stejný vzorek, zobrazení mikrobublin 
pro jedno zvětšení (čtyřicetinásobné) může být rozdílné.  
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Obr. 48: Snímek 01 optického mikroskopu pro PEG 1 000 
 
 
Obr. 49: Snímek 02 optického mikroskopu pro PEG 1 000 
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Obr. 50: Snímek 03 optického mikroskopu pro PEG 1 000 
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6 ZÁVĚR 
Práce byla zaměřena na přípravu mikrobublinové suspenze pomocí vhodně zvolených metod 
ze směsi fosfolipidů, kosurfaktantu a ochranného polymeru. Vzniklé suspenze byly pomocí 
metody bublinové tenziometrie a dynamického rozptylu světla charakterizovány a srovnávány 
s komerčně dostupným přípravkem SonoVue®.  
 Pro měření povrchového napětí byl využit bublinový tenziometr BPA-800P a tenziometr 
KSV Sigma 700. Zkoumanými látkami byly distearoylfosfatidylcholin, dipalmitoylfosfatidyl-
glycerol sodný, kyselina palmitová, polyethylenglykol 600, 1 000, 1 500, 2 000, 4 000, 4 500 
a komerční přípravek SonoVue®. Prostředí vzorků bylo tvořeno fyziologickým roztokem 
(0,15M NaCl) nebo fosfátovým pufrem (PBS). Jednotlivé roztoky byly připravovány nejen 
za laboratorních podmínek, ale také při zvýšené teplotě nebo pod atmosférou dusíku ve fázi 
odpařování směsi chloroform:methanol.  
 Bylo zjištěno, že při měření povrchového napětí samotných fosfolipidů se povrchová 
aktivita neprokázala. Výsledkem měření povrchového napětí vlastní mikrobublinové suspenze 
bylo zjištěno, že povrchové napětí klesalo s rostoucí koncentrací polyethylenglykolu 
v roztoku. Některé výsledky byly zatíženy vlivy ovlivňující měření. Pro bublinový tenziometr 
to byl převážně tlak a teplota, pro měření povrchového napětí kroužkem se jednalo 
o problémy s homogenitou povrchu některých roztoků, případně vnější faktory (průvan).  
 Dále bylo zjištěno, že se stoupající molekulovou hmotností PEG klesá povrchové napětí. 
Při použití rozpouštědla PBS se opět potvrdilo, že roztoky fosfolipidů s přídavkem PEG 
vykazovaly snížení povrchového napětí oproti rozpouštědlu. Při porovnání roztoků v různých 
prostředích byly hodnoty povrchového napětí stejné při měření na bublinovém tenziometru. 
Výsledky měření s kroužkem vykazují ovšem patrný rozdíl. Roztoky v PBS mají o něco nižší 
hodnoty povrchového napětí než roztoky v NaCl.  
 Výsledky pro roztoky připravované za zvýšené teploty a pod atmosférou dusíku ve fázi 
odpařování chlorofomu ukázaly mít potenciál, ale bohužel výsledky nebyly ve všech 
případech zcela jednoznačné a dostačující. 
 Pro měření velikosti částic se využíval přístroj Zetasizer Nano ZS, jenž měří dynamický 
rozptyl světla. K měření byly používány průtočné a skleněné kyvety. Dynamický rozptyl 
světla byl pro zvolené roztoky vyhodnocen jako nevyhovující, protože roztoky byly velmi 
polydisperzní. Dále se vzorky během měření přeskupovaly a v případě SonoVue® docházelo 
ke vzlínání mikrobublin. Pomocí spektrofotometru Hitachi U-3900H bylo měřeno vzlínání 
mikrobublin SonoVue® v čase. Bylo zjištěno, že k vyvzlínání mikrobublin dochází po šesti 
hodinách od přípravy. Tato doba je garantována i výrobci. Pomocí optického mikroskopu 
Nikon ECLIPSE E200 bylo zjišťováno, zda připravené roztoky opravdu obsahovaly 
mikrobublinyNalezené mikrobubliny byly zaznamenány vyfocením.  
 Práce poskytla základní náhled na přípravu mikrobublinové suspenze ze směsi fosfolipidů, 
kosurfaktantu a ochranného polymeru. Vzniklé suspenze byly srovnávány s komerčně 
dostupným přípravkem SonoVue®. Lze konstatovat, že při měření povrchového napětí 
samotných fosfolipidů se povrchová aktivita neprokázala. Na základě teoretických 
i praktických poznatků lze říci, že cíle práce byly splněny. Přínosem bylo nabytí nových 
zkušeností a prohloubení znalostí z oblasti měření povrchového napětí mikrobublin jako 
možných systémů využitelných v ultrasonografii.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Seznam zkratek 
Zkratka        Význam 
BLES         Hovězí extrakt lipidů surfaktantů 
CF-PE         1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- 
           (carboxyfluorescein) (ammonium salt) 
CT          Výpočetní tomografie 
DLS         Dynamický rozptyl světla 
DOGS-NTA-Ni     1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[(N-(5-amino-1- 
           carboxypentyl)iminodiacetic acid)succinyl] (nickel salt) 
DOX         Doxorubicin 
DPGPCH       1,2-diplamitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
DPGPEA       1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin 
DPPC         1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
DPPG.Na       2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospfo-sn-1-glycerol (sodium salt) 
DSPC          1,2-distearoyl-sn-glycero-3-PC 
GP          Glykoproteinový (komplex) 
HDPCH        Hexadecylphosphocholine 
HF          Fluorovodík 
Lecitin        L-α-phosphatidylcholine 
LisR-PE        1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine 
           rhodamine B sulfonyl) (ammonium salt) 
MR          Magnetická rezonance 
MRI         Nukleární magnetická rezonance 
N2          Dusík 
NaCl         Chlorid sodný 
NaH2PO4 ·  2 H2O    Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného 
Na2HPO4 ·  12 H2O   Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu disodného 
O/V          Olej ve vodě 
PA          Palmitová kyselina 
PBS          Fosfátový pufr 
PCS          Fotonová korelační spektroskopie 
PEG2 000DSPE     (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- 
           [methoxy(polyethyleneglycol)-2 000]) 
PEG 600        Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 600 g/mol 
PEG 1 000       Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 1 000 g/mol 
PEG 1 500       Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 1 500 g/mol 
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PEG 2 000       Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 2 000 g/mol 
PEG 4 000        Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 4 000 g/mol 
PEG 3 000/6 000    Polyethylenglykol o molekulové hmotnosti 3 000/6 000 g/mol 
PLGA         Poly-laktid-ko-glykolid 
SF6          Fluorid sírový 
SLS          Statický rozptyl světla 
SO2          Oxid siřičitý 
TDPCH        Tetradecyl phosphocholine 
TPGS         D-α-tokoferyl polyethylene 1 000 sukcinát 
8.2 Seznam symbolů 
Symbol         Význam 
A           Absorbance 
d           Distribuční velikost částic v systému 
γ           Povrchové napětí 
I           Intenzita rozptýleného světla 
p           Tlak 
t           Čas měření (doba trvání experimentu) 
tlife          Doba života bubliny 
